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1 
1 Einleitung 
Von den heute rund 5 Millionen bekannten chemischen Verbindungen sind etwa 100 000 als  
Chemikalien im Gebrauch; jährlich kommen ungefähr 500-1000 neue hinzu. Die weltweite 
Chemikalienproduktion ist von 1 Million Tonnen im Jahr 1930 auf heute 400 Millionen 
Tonnen gestiegen. Bei einer derartig raschen Zunahme und Freisetzung synthetischer 
organischer Substanzen, ist es nur schwer möglich, deren Gefährdungspotenziale und 
Schadwirkungen umfassend zu erkennen und zu beurteilen. Bis 2005 wurden 3300 Stoffe als 
gefährlich eingestuft und circa 900 gelten offiziell als besonders besorgniserregend. Für die 
Mehrzahl der täglich verwendeten Chemikalien liegen allerdings keine Informationen über 
ihre ökotoxikologischen Auswirkungen vor. Dazu gehören die biologische Wirksamkeit mit 
entsprechender Toxizität, die Persistenz in der Umwelt und die Bioakkumulation und 
Anreicherung in der Nahrungskette. Chemische Verbindungen haben unterschiedliche 
erwünschte, aber auch unerwünschte Wirkungen. Das Auftreten unerwarteter negativer 
Effekte und der Nachweis chronischer Schäden durch Umweltchemikalien sowie 
Chemieunfälle haben das Umweltbewusstsein in der Gesellschaft gestärkt. Risiken für 
Mensch und Umwelt sollen frühzeitig erkannt und verhindert und eine nachhaltige 
Entwicklung gesichert werden. Die Umweltwissenschaft und -forschung kann im Rahmen der 
Identifikation, Beurteilung und des Umgangs mit chemischen Stressoren einen sinnvollen 
naturwissenschaftlichen Beitrag dazu leisten [BfR, 2009; Schaeffer et al., 2009; Fent, 2007].   
 
1.1 Endokrine Disruptoren  
 
Nach dem bekannt werden der schädigenden Auswirkungen von Dichlordiphenyltrichlor-
ethan (DDT) in den 50er und 60er Jahren und der nachgewiesenen Bioakkumulation von 
Polychlorierten Biphenylen in den 70er und 80er Jahren, hat in den frühen 90er Jahren die 
Annahme, dass in der Umwelt vorkommende hormonell aktive Substanzen negativen Einfluss 
auf die menschliche Gesundheit und den Naturhaushalt haben, für großes öffentliches 
Interesse gesorgt. Angesichts des zu diesem Zeitpunkt nicht einschätzbaren 
Gefährdungspotenzials für Mensch und Umwelt, veranstaltete die Environmental Protection 
Agency (EPA, USA) 1995 zwei internationale Arbeitstreffen, die die Relevanz der 
Forschungsarbeit auf dem Gebiet der endokrin-wirksamen Substanzen hinsichtlich einer 
langfristigen Risikoabschätzung klären sollten [Daston et al., 2003].  Definiert wurde ein 
endokriner Disruptor dabei als exogenes Agens, welches Einfluss haben kann auf Produktion, 
Freisetzung, Transport, Metabolismus, Bindung, Wirkung oder Eliminierung von natürlichen 
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Hormonen, die im Körper für die Aufrechterhaltung der Homöostase und Regulation von 
Entwicklungsprozessen verantwortlich sind [Kavlock und Ankley, 1996].  
Neben natürlichen Östrogenen, wie z.B. 17ß-Estradiol und Phytoöstrogenen, wie z.B. 
Isoflavonoiden, hat sich das Interesse an endokrinen Disruptoren in den letzten Jahren vor 
allem auf synthetische Chemikalien mit östrogener Wirkung, sogennante Xenoöstrogene, 
konzentriert [Gülden et al., 1997]. Darunter befinden sich auch eine Reihe von chlorinierten 
Pestiziden, wie z.B. o, p´-DDT, Dieldrin, Kepon, Methoxychlor und einige polychlorinierte 
Biphenyl-Kongenere [Kitamura et al., 2008]. Generell ist die biologische Wirksamkeit von 
Xenoöstrogenen als 1000- bis 1 000 000-fach geringer einzuschätzen, als die von natürlichen 
Östrogenen [Fürhacker, 1998]. Einige synthetische Östrogene können aber auch stärker 
wirksam sein als natürliche Östrogene. So ist das Wirkungspotenzial von 17α-
Ethinylöstradiol etwa 4-mal höher als das von 17ß-Östradiol [Kalbfus, 1998]. Auch wenn 
Xenoöstrogene nicht die Struktur von Östrogenen besitzen, können sie trotzdem an 
intrazelluläre Östrogenrezeptoren (ER-α und ER-ß, Kernrezeptoren) binden. Voraussetzung 
für die Aktivierung dieser Rezeptoren ist, dass die Substanzen die Membranen ihrer Zielzellen 
passieren, durch das Zytoplasma der Zellen zu den Kernen gelangen und in diesen an die 
Rezeptoren binden, d.h. Ligand-Rezeptor-Komplexe bilden. Je zwei dieser Komplexe legen 
sich zu Homodimeren zusammen, die dann an spezifische DNS-Sequenzen im 
Promotorbereich des Zielgens, sogenannte „estrogen response elements (ERE)“, binden. Die 
Transkription der DNS in Boten-RNS wird als Folge dessen induziert [Müller und Korach, 
2001; Gülden et al., 1997; Zacharewski, 1997].  Neben der Wirkung von endokrinen 
Disruptoren auf ihre Zielgewebe, können sie weiterhin die Produktion von Hormonen in 
endokrinen Drüsen senken,  auf die Hormonabgabe der endokrinen Drüsen wirken oder den 
Metabolismus der Hormone beschleunigen und dadurch deren Wirkung vermindern. 
Endokrine Disruptoren mit östrogener Wirkung können nachteilige Effekte bei Fischen, 
Amphibien, Reptilien, Vögeln und Säugetieren auslösen [Lange et al., 2003]. Die 
Morphologie und Funktion aller Organe, die Rezeptoren für Sexualhormone besitzen, können 
betroffen sein. Dieses sind vor allem die Geschlechtsorgane, aber auch das Gehirn, das 
Skelett, die Schilddrüse, die Leber, die Nieren und das Immunsystem [Stoker et al., 1999; 
Leatherland und Sonstegard, 1982; Colby, 1980]. Für den Menschen sind vor allem ein 
Anstieg der Brust-, Uterus- und Hodenkrebsrate, sowie weitere Störungen des 
Reproduktionstraktes im Zusammenhang mit dem Auftreten von endokrinen Disruptoren 
nachgewiesen [Kitamura, 2008 et al.; Buteau-Lozano, 2008 et al.; Hunter et al., 1997]. 
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Nicht alle Xenoöstrogene sind direkt östrogen wirksam. Aus Proöstrogenen können nach 
metabolischer Aktivierung durch z.B. Cytochrom-P450-Monooxygenasen Metaboliten 
entstehen, die östrogen wirksam sind und nach Kitamura et al. (2008) ebenfalls hinsichtlich 
ihrer potentiell negativen Effekte getestet werden sollten.  
Im Zusammenhang mit dem verstärkten Interesse der Untersuchung von endokrinen 
Disruptoren, haben sich in vitro-Testverfahren zur Beurteilung der östrogenen Aktivität weiter 
entwickelt [Arnold et al., 1996; Jobling et al., 1995]. Soto et al. (1995) entwickelten z.B. 
einen Östrogen-Test (E-Screen) aus den sensitiven Brustkrebszellinien MCF-7. Weiterhin 
sind Reporter-Plasmid-Tests von Bedeutung. Es werden dabei Hefezellen eingesetzt, deren 
Erbgut durch gentechnische Methoden mit dem humanen Östrogenrezeptor und einem 
„Reporter“-Gen für ein z.B. Farbstoff-umsetzendes Enzym, ausgestattet wurde. 
Auch wenn in den letzten Jahren viel Forschungsarbeit im Bereich der endokrinen 
Disruptoren geleistet wurde, erlaubt der gegenwärtige Stand der Kenntnis noch keine 
abschließende Bewertung, so dass weiterer Forschungsbedarf besteht.  
 
1.2 p, p´- Methoxychlor - ein endokriner Disruptor 
 
p, p´-Methoxychlor (MXC), [1,1,1-Trichlor-2,2-bis-(4-methoxyphenyl)ethan] ist ein 
Insektizid der Stoffgruppe der Organochlorpestizide. Seine Struktur ist der von DDT sehr 
ähnlich (Abb. 1.1). Es handelt sich um eines der wenigen Organochlorpestizide, dessen 
Anwendungsmenge seit dem Verbot von DDT 1972 zugenommen hatte [Miller, 2009]. In der 
Liste der zugelassenen Pflanzenschutzmittel in Deutschland vom Bundesamt für 
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (Stand April 2009) ist MXC nicht mehr 
vertreten [BVL, 2009]. Nach Angaben des Bundesinstituts für Verbraucherschutz und 
Veterinärmedizin von 2002 war das Auslaufen der Zulassung nicht mit gesundheitlichen 
Risiken begründet [BfR, 2009]. Genaue Angaben zum Zeitpunkt des Auslaufens der 
Zulassung und den entsprechenden Gründen sind nicht in Erfahrung zu bringen.  
MXC wurde u.a. zur Kontrolle von kauend-beißenden Insekten im Feldbau, im Obst- und 
Gemüseanbau und im Weinbau eingesetzt. Weiterhin fand es Anwendung in Tierhäusern, 
Molkereien und im privaten Haushalt [Roberts und Hutson, 1999].  
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Im Vergleich zu DDT ist MXC weniger toxisch. Die orale LD50 für DDT in der Ratte beträgt 
113-800 mg/kg, wohingegen jene für MXC 5000-6000 mg/kg beträgt. Die niedrigste orale 
Dosis, die letale Effekte beim Menschen hervorrufen kann, liegt bei 6400 mg/kg. Als 
Symptome, die bei hoch akuter Exposition auftreten können, sind vor allem Störungen des 
zentralen Nervensystems zu nennen. Das Auftreten von teratogenen, mutagenen und 
karzinogenen Effekten beim Menschen wird als unwahrscheinlich angesehen. Entsprechend 
hohe Dosen können aber östrogene oder reproduktive Effekte hervorrufen. Eine Dosis von 
125 mg/kg/d führt z.B. bei Ratten zu einem verminderten Paarungsverhalten [Miller, 2009]. 
Aufgrund eines niedrigeren log Kow-Wertes von 4,83 (DDT 6,29) neigt MXC weniger zur 
Bioakkumulation. Weiterhin ist es weniger persistent in biologischen Systemen
 
[Roberts und 
Hutson, 1999].  
Nach Hu und Kupfer (2002) erfolgt der oxidative Abbau von MXC hauptsächlich durch 
Cytochrom-katalysierte Demethylierungen und aromatische Hydroxylierungen. Abbildung 
1.2 veranschaulicht dieses und zeigt darüber hinaus die Substratspezifität einzelner P450-
Abbildung 1.1: Strukturformel, Summenformel und physikalisch-
chemische Eigenschaften der Testsubstanz p, p´- Methoxychlor 
[Miller, 2009; Roberts und Hutson, 1999; Tomlin, 1995]. 
Summenformel:  C16H15Cl3O2      
Molare Masse:  345,65 g/mol      
Tm:    87 °C, 360 K, 189 °F 
Löslichkeit:   0,1 mg/L (25 °C) in Wasser,  
50 g/kg in Methanol (22 °C),  
440 g/kg in   Chloroform (22 °C) 
log Kow:   4,83 
Dampfdruck:  sehr gering 
Stabilität:  stabil gegenüber oxidierenden  
Verbindungen und UV-Strahlung 
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Isoformen, auf die im weiteren Verlauf der Einleitung noch näher eingegangen wird. Neben 
Demethylierungen und Hydroxylierungen ist nach Roberts und Hutson (1999) auch die 
Dehydrochlorinierung von MXC zu einem Dialken möglich.  
 
 
Abbildung 1.2: Hypothetischer Metabolismusweg von MXC und Substratspezifität der die O-
Demethylierungen und ortho-Hydroxylierungen katalysierenden P450-Isoformen [Hu und 
Kupfer, 2002]. Die Ausgangssubstanz MXC ist prochiral. Die Metaboliten mono-OH-, tris-OH- 
und Catechol-MXC sind chiral und bilden (R/S)-Enantiomere. Die Umwandlung von MXC zu 
mono-OH-MXC kann durch die Aktivität von CYP1A2, -2A6, -2B6, -2C8, -2C9, -2C19 oder -
2D6 stattfinden (O-Demethylierung). mono-OH-MXC kann durch CYP1A2, -2C8, -2C19 oder -
2D6 in bis-OH-MXC oder durch CYP2B6, -3A4 oder -3A5 zu Catechol-MXC (ortho-
Hydroxylierung) umgewandelt werden. Nur CYP3A4 katalysiert die Umwandlung von bis-OH-
MXC zu tris-OH-MXC (ortho-Hydroxylierung). Die katalytische Aktivität von CYP2C9 und 
CYP2C19 führt zur Umwandlung von Catechol-MXC in tris-OH-MXC (O-Demethylierung). 
CYP1A2 und -2A6 führen zur vermehrten Bildung von (R)-mono-MXC; CYP1A1, -2B6, -2C8, 
-2C9, -2C19 und -2D6 vermehrt zu (S)-mono-OH-MXC. CYP3A4 und -3A5 demethylieren 
MXC kaum. CYP1A2 lässt aus Catechol-MXC vermehrt (R)-tris-OH-MXC entstehen; CYP2C9 
und -2C19 hingegen mehr (S)-tris-OH-MXC. 
CYP2C9, 2C19 CYP3A4 
CYP2B6,  
3A4, 3A5 
CYP1A2, 2C8, 
2C19, 2D6 
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Eine Besonderheit von MXC ist seine Prochiralität. Einige seiner Hauptmetaboliten liegen als 
(R/S)-Metaboliten vor. Zudem führen einige der Cytochrom P450-katalysierten Reaktionen zu 
einem mehr oder weniger starken Überschuss eines Enantiomers. Eine Übersicht dazu gibt 
ebenfalls Abbildung 1.2. Weiterhin ist MXC ein Proöstrogen, da erst bestimmte seiner 
Metaboliten östrogen wirksam sind. Aufgrund dieser nachgewiesenen östrogenen 
Wirksamkeit ist MXC als endokriner Disruptor eingestuft worden [Katzenellenbogen et al., 
2003; Hu und Kupfer, 2002; Bulger et al., 1985; Bulger et al., 1978a und 1978b].  
 
1.3 Pflanzenzellkulturen als in vitro-Testsysteme  
 
Untersuchungen zum Metabolismus von Pflanzenschutzmitteln und Xenobiotika lassen sich 
experimentell kontrolliert in in vitro-Systemen durchführen. Die Parameter, die einen in vitro-
Versuch beeinflussen, sind leichter zu überblicken, als die in einem in vivo-Versuch. Es sind 
zahlreiche Modellsysteme der Pflanze bekannt, die sich hinsichtlich ihrer Komplexität 
unterscheiden [Shimabukuro und Walsh, 1979]. Zu den komplexeren Systemen zählen im 
Dunkeln gezogene, axenisch, heterotroph kultivierte Kallus- und Suspensionszellkulturen 
verschiedener Spezies, die bereits in zahlreichen Untersuchungen erfolgreich eingesetzt 
wurden [Breuer et al., 2009a, 2009b; Joußen et al., 2008; Schmidt et al., 2006a, 2006b]. In 
vergleichenden Studien mit intakten Pflanzen konnte gezeigt werden, dass sich die 
Metabolismuswege in beiden Systemen qualitativ kaum, hinsichtlich der Quantität der 
Metaboliten jedoch durchaus unterscheiden [Menéndez und De Prado, 1997; Cole, 1994; 
Harms, 1992; Harms und Kottutz, 1990; Feung et al., 1979]. 
Die Anwendung von Pflanzenzellkulturen bietet Vorteile gegenüber dem Einsatz von intakten 
Pflanzen. So sind die Kulturen im Labor z.B. leicht zu kontrollieren und zu standardisieren 
[Mumma, 1986; Sandermann et al., 1977]. Der Einfluss mikrobieller Aktivität und 
photochemischer Reaktionen kann aufgrund des axenischen Wachstums und der 
heterotrophen Kultivierung ausgeschlossen werden, und das Fehlen von Chlorophyll 
vereinfacht die Extraktion und die Identifikation der Metaboliten [Baloch, 2002; Schmidt, 
2001; Camper und McDonald, 1989]. Weiterhin sind die Transformationsraten höher, so dass 
Untersuchungszeiträume verkürzt und Metaboliten in größerem Maßstab produziert werden 
können [Baloch, 2002; Komossa et al., 1995].  Der Einsatz der radioaktiv markierten 
Substanz erfolgt effektiver, da die aufgewendete Menge pro Versuchsansatz verringert 
werden kann [Camper, 1989; Gressel, 1984].  
Pflanzenzellkulturen können daher gezielt eingesetzt werden, um Metabolismus-Muster in 
verschiedenen Pflanzen-Spezies zu untersuchen. Die Ermittlung von Umsatzraten, die  
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Identifizierung und Quantifizierung löslicher Metabolite und die gesteigerte Produktion von, 
vor allem synthetisch schwer zugänglichen Metaboliten stehen dabei im Vordergrund. 
Weiterhin können auch die Anteile an nicht extrahierbaren Rückständen bestimmt werden.  
 
1.4  Metabolismus von Xenobiotika in Pflanzen und Säugetieren 
 
Der Metabolismus von Xenobiotika in der Pflanze lässt sich in drei Phasen einteilen 
[Komossa et al., 1995; Cole, 1994; Hatzios, 1991; Sandermann, 1994, 1992, 1987]. In Phase I 
wird das Fremdstoffmolekül verändert, bzw. „aktiviert“, so dass es in der folgenden 
Konjugationsphase (Phase II) zu einer Anlagerung von zelleigenen, niedermolekularen 
Verbindungen, wie z.B. Glukose, Glutathion oder Aminosäuren, kommen kann [Cole, 1994]. 
Als Phase III schließen sich Kompartimentierungs- oder Speicherprozesse an. Verglichen mit 
den Umwandlungs- und Abbauprozessen in der Leber von Säugetieren, konnten zahlreiche 
Parallelen in den Stoffwechselwegen, der Enzymatik und auf molekularer Ebene festgestellt 
werden [Cole, 1994].  
Bei den Phase-I-Reaktionen handelt es sich hauptsächlich um Hydrolyse-, Oxidations- und 
Reduktionsreaktionen, durch die funktionelle Gruppen, wie –OH, -NH2, -SH oder –COOH in 
das Fremdstoffmolekül eingeführt oder freigesetzt werden. Den Phase-I-Reaktionen im 
Allgemeinen und besonders denen durch Cytochrom-P450-Monooxygenasen katalysierten 
wird eine wichtige Rolle bei der Entgiftung von Xenobiotika zugesprochen [Schuler, 1996; 
Durst und O´Keefe, 1995; Guengerich, 1995; Sandermann, 1992, 1994; Dohn und Krieger, 
1981]. Es wird davon ausgegangen, dass durch die Einführung der funktionellen Gruppen 
Metaboliten geringerer Phytotoxizität und höherer Polarität entstehen. Die Aktivierung des 
Fremdstoff-Moleküls während der Phase-I-Reaktionen macht dieses zugänglich für weitere 
Metabolismusreaktionen [Sandermann, 1994].  Neben den Cytochrom-P450-
Monooxygenasen zählen auch Peroxygenasen, Esterasen, Amidasen, Phosphatasen sowie 
Reduktasen zu den Phase-I-Enzymen [Cole, 1994; Hatzios, 1991; Sandermann, 1982]. 
Als wichtigste Phase-II-Reaktion für den pflanzlichen Metabolismus ist die Konjugation mit 
Glutathion zu nennen, die durch verschiedene Isoenzyme der Glutathion-S-Transferase (GST) 
katalysiert wird [Hatzios, 1991]. Das Vorhandensein bestimmter GST-Isoenzyme in  
Pflanzenarten, wie z.B. Soja, Mais oder Reis kann für die Selektivität mancher Herbizide 
entscheidend sein [Cole, 1994; Edwards, 2002; Hatzios, 1991; Lamoureux et al., 1972]. Eine 
weitere wichtige Phase-II-Reaktion stellt die Glykosilierung dar, wobei die vorausgehende 
Aktivierung des Fremdstoffs (Phase I) notwendig ist [Sandermann et al., 1997; Cole, 1994]. 
Häufig kommt es zur Konjugation mit Glukose, was durch membrangebundene oder auch 
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cytosolisch vorliegende O-, N- und S-Glukosyltransferasen unter Verwendung von UDP-
Glukose katalysiert wird [Cole, 1994; Edwards, 1982].  
Bei den Phase-III-Reaktionen besteht ein wichtiger Unterschied zwischen pflanzlichem und 
tierischem Metabolismus [Cole, 1994]. Konjugierte Fremdstoffmoleküle entsprechender 
Hydrophilie aus Phase II werden beim Säugetier direkt über Urin und Faeces ausgeschieden, 
wohingegen es bei der Pflanze zu einer „lokalen Ausscheidung“ im Sinne der 
Konjugatspeicherung kommt [Sandermann et al., 1997; Sandermann, 1982]. Die Konjugate 
werden entweder zur Kurzzeit, Langzeit- oder Endspeicherung der Stoffwechselprodukte in 
die Vakuole transportiert oder in die pflanzliche Zellwand eingelagert. Letzteres geschieht 
durch chemische Bindungen an Lignin, Pektin, Cellulose, Hemicellulose oder Proteine, was 
zur Bildung von unlöslichen, gebundenen Rückständen führt [Schmidt, 1999].  
 
1.5  Cytochrom-P450-Monooxygenasen und ihre Bedeutung für den        
Fremdstoffmetabolismus 
 
Bei den Cytochrom-P450-Monooxygenasen (CYPs) handelt es sich um eine Superfamilie von 
Hämproteinen mit enzymatischer Aktivität, die hauptsächlich für den oxidativen Abbau 
endogener und exogener Verbindungen im Menschen, Tier und in Pflanzen verantwortlich 
sind [Ohkawa et al., 1999]. Zu den katalysierten Reaktionen gehören dabei u.a. 
Hydroxylierungen an aliphatischen und aromatischen Kohlenstoff-Atomen, Dealkylierungen, 
Epoxidierungen an Doppelbindungen, Dehydrogenierungen, oxidative und reduktive 
Dehalogenierungen und oxidative Desaminierungen [Zuber et al. 2002; Schuler, 1996a]. 
P450-Monooxygenasen höherer Organismen sind membrangebundene, Häm-abhängige, 
gemischtfunktionelle Oxidasen mit einem Molekulargewicht zwischen 45 und 62 kDa 
[Werck-Reichhart et al., 2000; Schuler, 1996a]. Anhand der Übereinstimmung ihrer 
Aminosäuresequenz hat man eine Einteilung in Familien, Subfamilien und Einzelproteine 
(Isozyme) eingeführt [Werck-Reichhart et al., 2000; Guengerich, 1993]. Nach internationaler 
Übereinkunft werden die einzelnen P450-Monooxygenasen zunächst mit „CYP“ und 
nachfolgend mit einer Zahl für die Familie bezeichnet. Zugehörige einer Familie zeigen 
Sequenzübereinstimmungen von > 40%. Es folgt ein Großbuchstabe für die Subfamilie 
(Sequenzübereinstimmung > 55%) und eine weitere Zahl, die die Isoform des Enzyms z.B. 
CYP1A1 charakterisiert [Werck-Reichhart et al., 2000; Schuler, 1996a]. Bekannt sind 
mittlerweile 281 Familien, die sich auf Menschen, Säugetiere, Mikroorganismen, Pflanzen 
und Insekten verteilen [Lewis, 1996]. Ihren Namen verdanken die Proteine der 
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charakteristischen Absorptionsbande der reduzierten P450-Form nach Bindung von 
Kohlenmonoxid bei 450 nm [Omura und Sato, 1964].  
Cytochrom-P450-Monooxygenasen besitzen eine lipophile Bindestelle, die die Spezifität der 
einzelnen Isozyme für die jeweiligen Substrate bestimmt [Hodgson, 2001 und 2003].  
Die allgemeine Reaktiongleichung für die von Cytochrom- P450 katalysierten Oxidations-
reaktionen lässt sich wie folgt formulieren [Werck-Reichhard et al., 2000; Parikh et al., 
1997]:  
 
R + O2 + 2e
-
 + 2H
+
       RO + H2O 
 
Ein Substrat R wird durch die Einführung eines Sauerstoff-Atoms aus molekularem 
Sauerstoff zu RO oxidiert, während das zweite Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird.  
Daher die insbesondere in der älteren Literatur verwendete Bezeichnung „mischfunktionelle“ 
Oxidase [Nelson und Cox, 2001]. 
Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Reaktionszyklus cytochrom-katalysierter 
Oxidationen. R-H kennzeichnet das Substrat, R-OH das Reaktionsprodukt, Fe
x
 die Häm-Gruppe 
des P450 Enzyms. (1) Bindung des Substrates. (2) Übertragung eines Elektrons von der 
Reduktase auf das Häm-Eisen, wodurch Fe
3+
 zu Fe
2+
 reduziert wird. (3) Bindung eines 
Sauerstoff-Moleküls; es entsteht ein Fe-O2-Komplex (vermutlich Gleichgewicht zwischen Fe
2+
-
O2 und dem reaktiveren Fe
3+
O2-). (4) Übertragung eines zweiten Elektrons. (5) Protonierung und 
Abspaltung von Wasser; es entsteht ein reaktives Zwischenprodukt, das das oxidierende Agens 
der meisten cytochrom-katalysierten Reaktionen darstellt. (6) Das Sauerstoffatom aus dem 
reaktiven Eisen-Oxo-Komplex wird in das Substrat eingeführt. (7) Das Reaktionsprodukt 
dissoziiert vom Enzym. [Hombrecher, 2005]. 
 
Cytochrom- P450- Monooxygenase 
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Säugetiercytochrome der Mitochondrienmembran und Bakteriencytochrome gehören zu 
Klasse I, bei der ein einzelnes Elektron über eine FAD-abhängige Reduktase über ein Eisen-
Schwefel-Redoxin und von dort weiter auf das Cytochrom übertragen wird. Bei 
mikrosomalen Säugetierchromosomen (Klasse II) verläuft der Elektronentransport über ein 
FAD und FMN enthaltenes Flavoprotein, die NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase, bei der 
die FAD-Untereinheit das Elektron von NADPH übernimmt und die FMN-Untereinheit das 
Elektron an das Cytochrom weitergibt [Hombrecher, 2005]. In Abbildung 1.3 ist der 
Reaktionszyklus cytochrom-katalysierter Oxidationen schematisch dargestellt. 
Den durch CYPs katalysierten Oxidationen gemeinsam ist die Umwandlung von lipophilen 
Substanzen in hydrophilere Substanzen über die Einführung eines Sauerstoff-Atoms. In der 
Regel führt dieses zu einer beschleunigten Exkretion, was zur Entgiftung des Körpers 
beiträgt. Durch nachgeschaltete Glukosylierung (hauptsächlich in der Pflanze) oder 
Glukuronidierung (Mensch, Tier) kann diese Wirkung noch verstärkt werden. Möglich ist 
allerdings auch eine Bioaktivierung, bei der durch die Enzymaktivität toxische oder mutagene 
Metaboliten gebildet werden. Ein Beispiel dafür ist der polyzyklische aromatische 
Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren [Kim et al., 1998; Jacob et al., 1998; Shou et al., 1994b]. 
Neben oxidativen Reaktionen katalysieren P450-Monooxygenasen bei unzureichender 
Sauerstoffkonzentration auch reduktive Reaktionen.  
Seit 1969 ist bekannt, dass pflanzliche P450-Enzyme an der metabolischen Umwandlung von 
Herbiziden beteiligt sind [Werck-Reichert et al., 2000; Barrett et al., 1997]. Im Vergleich zum  
Säugetier liegen allerdings deutlich weniger Forschungsergebnisse vor. Dieses ist vermutlich 
auf die erschwerte biochemische und analytische Untersuchung, bedingt durch das 
Vorhandensein von Chlorophyll in der Pflanze zurückzuführen. Auch die Enzymgehalte sind 
in der Pflanze niedriger als im Säugetier und je nach Alter der Pflanze sind die Enzyme 
weniger stabil und aktiv [Durst und O´Keefe, 1995; Riviere, 1987; Hendry, 1986].  Die 
meisten der bisher untersuchten pflanzlichen P450-Enzyme haben endogene Funktionen, 
während nur wenige für den Metabolismus exogener Verbindungen identifiziert wurden 
[Didierjean et al., 2002; Ohkawa et al., 1999; Robineau et al., 1998]. Für Säugetiere hingegen 
ist bekannt, das exogene Substanzen überwiegend von P450-Isoformen der Familien CYP1, 
CYP2, CYP3 und CYP4 umgesetzt werden [Lewis, 1996; Sakaki et al., 2000]. Im Menschen 
sind nach Inui et al. (2001) 11 P450-Isoenzyme (CYP1A1, -1A2, -2A6, -2B6, -2C8, -2C9, -
2C19, -2D6, -2E1 und -3A4) für über 90% des Fremdstoffmetabolismus von Bedeutung.  
Ohkawa et al. zeigten 1998, dass die Expression humaner P450-Enzyme mit überlappender  
Substratspezifität in Pflanzen nicht nur zur Toleranz gegenüber Herbiziden, sondern auch zu 
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einer Steigerung der metabolischen Aktivität gegenüber verschiedenen Fremdstoffen führt. 
Der Metabolismus in Pflanzen und Menschen konnte auf diesem Weg verglichen werden.  
 
1.6 Die humanen Cytochrom-P450-Monooxygenasen 1A1, 1A2, 2B6, 
2C19 und 3A4 
 
Bei CYP1A1 und CYP1A2 handelt es sich um Proteine der CYP1A-Subfamilie, welche 
bisher die einzige der CYP1-Familie ist [Lewis, 1996]. Diese Subfamilie hat eine besondere 
Bedeutung im Bereich der Ökotoxikologie, da ihre beiden Proteine wichtige 
Umweltchemikalien umsetzen. CYP1A2 wird ausschließlich in der menschlichen Leber 
gebildet, weshalb seine Rolle im Fremdstoffmetabolismus höher einzuschätzen ist, als die von 
CYP1A1. Dieses wird in der adulten Leber nur in geringen Mengen, dafür aber verstärkt in 
der Lunge gebildet [Ortiz de Montellano, 2005]. Die beiden homologen Proteine zeigen eine 
in Menschen und weiteren Säugetieren hohe Übereinstimmung der Aminosäuresequenz. Für 
z.B. CYP1A1 aus Ratte und Mensch beträgt diese 80% [Lewis, 1996]. CYP1A1 und CYP1A2 
zeigen verschiedene, aber teilweise überlappende Substratspezifität. Während für CYP1A1 
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKs), wie z.B. Benzo[a]pyren, 
Polychlorierte Biphenyle (PCBs) und Dioxine zu den wichtigsten Substraten gehören, sind es  
für CYP1A2 polyaromatische und heterozyklische Amine und Amide (z.B. Theophyllin). In 
geringeren Mengen können diese aber durchaus auch von CYP1A1 umgesetzt werden. 
Insgesamt gelten poly(hetero)aromatische Komponenten mit planarer Molekularstruktur als 
charakteristische Substrate für die beschriebene CYP1A-Subfamilie [Ortiz de Montellano, 
1995].  
Zusammen mit CYP2B2 gehört CYP2B6 zur Subfamilie CYP2B. Es ist zu ca. 3% an 
metabolischen Reaktionen von Endo- und Xenobiotika beteiligt. Dabei ist vor allem die N-
Demethylierung von Bedeutung, die z.B. für die Arzneistoffe Ketamin und Propofol 
nachgewiesen wurde. Wie für CYP2B-Enzyme aus Säugetieren bekannt, können 
Umweltschadstoffe aber auch oxidativ umgewandelt werden [Ortiz de Montellano, 2005]. Die 
Substrate sind in der Regel nicht planare, neutrale bis schwach basische, lipophile Substanzen 
[Turpeinen et al., 2006; Marks, et al., 2003]. CYP2B6 wird hauptsächlich in der Leber 
gebildet, kommt aber auch in der Lunge vor [Ortiz de Montellano, 2005].  
Die humane 2C-Subfamilie bilden CYP2C8, 2C9, 2C18 und 2C19. Letzteres wird 
hauptsächlich in der Leber gebildet. Mit weniger als 5% des totalen P450-Gehaltes spielt es 
dort aber nur eine untergeordnete Rolle. Die klassische Reaktion, die mit CYP2C19 in 
Verbindung gebracht wird, ist die 4´-Hydroxylierung von (S)-Mephenytoin. Die weitere 
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Kapazität im Bereich der Umwandlung von Fremdstoffen ist relativ eingeschränkt. Bekannt 
ist aber noch eine Aktivierung des Organophosphat-Insektizids Diazinon [Ortiz de 
Montellano, 2005].  
CYP3A4 gehört mit CYP3A5 und CYP3A7 zur Subfamilie CYP3A. Cyp3A5 wird 
polymorph exprimiert, wobei ein Hauptbildungsort die Leber ist. Während CYP3A7 nur in 
der fetalen Leber und in der Plazenta gebildet wird, ist CYP3A4 die in der adulten Leber am 
häufigsten vorkommende P450-Monooxygenase und spielt dementsprechend eine wichtige 
Rolle im Fremdstoffmetabolismus [Ortiz de Montellano, 2005; Guengerich, 1999]. Sie trägt 
zum Umsatz der Hälfte der Pharmaka bei, die am Tag aufgenommen werden. Neben der 
Leber wird sie noch in vielen anderen Geweben gebildet [Ortiz de Montellano, 2005; 
Guengerich, 1999]. Die Expression von CYP3A4 ist durch Barbiturate, Glukokortikoide und 
Rifampicin induzierbar. Weiterhin besitzt CYP3A4 die wahrscheinlich breiteste katalytische 
Aktivität und Selektivität von allen P450-Monooxygenasen aus dem Säuger. Zur Erklärung 
einer Reihe ungewöhnlicher Phänomene bei der Katalyse wird für das P450-3A4-System die 
Kooperativität für verschiedene Substrate diskutiert, wobei sowohl homotrope als auch 
heterotrope Kooperativität beobachtet wurden [Guengerich, 1999].  
 
1.7 Aufgabenstellung 
 
Am Beispiel des östrogen aktiven Organochlor-Insektizids 
14
C-Methoxychlor (MXC) sollte 
der Einsatz von (P450-transgenen) Pflanzenzellsuspensionskulturen als Modellsysteme zur 
Untersuchung der Metabolisierbarkeit von Umweltschadstoffen dargestellt werden. Durch den 
Einsatz umweltchemischer und -analytischer Methoden sowie Biotests sollten neue 
ökotoxikologische Informationen erhalten werden, wobei die Untersuchung des Metabolismus 
und der östrogenen Wirksamkeit der Testsubstanz und deren Umwandlungsprodukte im 
Vordergrund standen. Ermittelt werden sollte dieses im Rahmen des „Oxidative Metabolic 
Profilings“ [Schmidt et al., 2006a, 2006b; Schmidt, 2001]. Es handelt sich dabei um ein Test-
Verfahren, bei dem durch den Einsatz transgener und nicht-transgener Pflanzenzellkulturen 
unterschiedlicher Spezies, Profile oxidierter Metabolismusprodukte von Umweltschadstoffen 
generiert werden können.  
Zusätzlich zu den am Institut für Umweltforschung bereits vorhandenen 
Zellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum L. (Tabak), Glycine max. (Soja) und Triticum 
aestivum (Weizen) sollte das Testsystem um eine Zellkultur von Daucus carota L. (Karotte) 
erweitert werden. Dicotyledone Pflanzen wie Karotte eignen sich besonders als 
Versuchsobjekte zur Transformation durch Agrobacterium tumefaciens [Nultsch, 1991]. Aus 
Einleitung 
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diesem Grund sollte die neu etablierte Zellsuspensionskultur im Verlauf der Arbeit durch die 
zuvor genannte Methode separat mit der cDNS der humanen Cytochrom-P450-Isoformen 
CYP3A4, CYP2C19 und CYP2B6 ausgestattet werden. Es wurden diese Isoformen gewählt, 
da sie nachweislich am Metabolismus von MXC beteiligt sind (Abb. 1.2). Die stabile 
Transformation der Zellkulturen sollte durch Polymerasekettenreaktion (PCR) und Western 
Blot Analysen nachgewiesen werden. Bereits durchgeführte Versuche mit CYP3A4-
transgenen Zellkulturen von Nicotiana tabacum L. zeigten Umsatzraten, die die in der 
Literatur beschriebene bedeutende Funktion von CYP3A4 im Fremdstoffmetabolismus nicht 
bestätigten. Nach Guengerich (1999) ist das Isozym für mehr als 50% des täglichen Umsatzes 
von Fremdstoffen in der menschlichen Leber verantwortlich. Eine Erklärung für die 
abweichenden Ergebnisse könnte das Vorhandensein von Basenpaaren ungeklärter Funktion 
in der Nähe der Terminationssequenz von Cyp3a4 sein, welche die Expression beeinflussen 
könnten. Der vorliegende Transformationsvektor zur Übertragung von Cyp3a4 sollte deshalb 
durch die Entfernung dieser Basenpaare modifiziert werden und das neue Konstrukt ebenfalls 
in die Karottenkultur eingebracht werden. Nach der Bestimmung von 
Wachstumscharakteristika zur Bestätigung der Reproduzierbarkeit des Wachstums der neuen 
Zellkulturen, sollten diese in Metabolismusstudien eingesetzt werden. Die Fragestellungen 
dabei waren:  
 
 Wie hoch sind die Umsatzraten von MXC in den nicht transgenen 
Zellsuspensionskulturen von Karotte, Tabak, Soja und Weizen und den transgenen 
Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L.? 
 Wie unterscheiden sich die quantitativen und qualitativen Verteilungen der 
Metaboliten und ihrer entsprechenden Enantiomere in den verschiedenen 
Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L.? 
 Gibt es hinsichtlich der Umsatzraten und Metaboliten-Profile Unterschiede zwischen 
den nicht transgenen Kulturen und den transgenen Tabak- und Karottenkulturen? 
 Hat die Modifikation des Transformationsvektors Einfluss auf die 
Metabolisierungsfähigkeit der CYP3A4-Kultur? 
 
Zur Identifizierung der einzelnen Metabolite durch Co-Chromatographie sollte das im Handel 
nicht erhältliche tris-OH-MXC über die Vorstufe tris-OCH3-MXC als Referenzverbindung 
synthetisiert und aufgereinigt werden. Die Enantiomere von mono-OH-MXC und tris-OH-
MXC sollten chromatographisch oder durch die Umwandlung in Diastereomere getrennt 
werden. 
Einleitung 
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Abschließend sollte die östrogene Aktivität von MXC, seinen Metaboliten mono-OH-MXC, 
bis-OH-MXC und tris-OH-MXC und den entsprechenden Enantiomeren nachgewiesen 
werden.
Material 
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2 Material  
 
2.1 Chemikalien 
2.1.1 Radiochemikalie 
[Ring-U-
14
C]- Methoxychlor (ARC 1307) ARC, St.Louis, Missouri 
Spezifische Aktivität: 9,6 mCi/mmol 
Radioanalytische Reinheit: > 99,0% 
 
2.1.2 Referenzsubstanzen  
 
          
    
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.3 Material zur quantitativen Bestimmung des Radioisotops 
 
Szintillationscocktail  
Lumasafe
TM
 Plus   Lumac, LSC, Groningen, 
  NL  
Oxidizer-Cocktail    
OXYSOLVE C-400       Zinsser Analytic, Frankfurt 
 
4 
CCl3
O O
CH3H3C
CCl3
HO O
CH3
CCl3
HO OH HO OH
OH
CCl3
1 2 
3 
Abbildung 2.1: Verwendete Referenzsubstanzen. 1: p-p´-Methoxychlor (Sigma, 
Taufkirchen); 2: 1,1,1-trichloro-2-(4-hydroxy-phenyl)-2-(4-methoxyphenyl)ethan 
oder mono-OH-MXC, Gasthaus, 2006; 3: 1,1,1-trichloro-2,2-bis(4-hydroxy-
phenyl)ethan oder bis-OH-MXC, Gasthaus 2006; 4: 1,1,1-trichloro-2-(4-hydroxy-
phenyl)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethan oder tris-OH-MXC, Eigensynthese, 2007). 
Material 
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Verbrennungs-Standard    
Spec-Chec™ 14C, (spez. Akt. 9,56 x 105 dpm/mL) Perkin Elmer, Rodgau-
Jügesheim 
2.1.4 Organische Lösungsmittel 
Alle verwendeten Lösungsmittel waren p.A. reinst oder 1-mal destilliert. Eine Ausnahme 
waren die Lösungsmittel für die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC). Sie 
wurden in der Qualitätsstufe „HPLC gradient grade“ von der Firma AppliChem (Darmstadt) 
bezogen. Ebenfalls von dieser Firma stammte das absolute Ethanol für die Molekularbiologie.  
 
2.1.5 Wasser  
Für alle Versuche wurde Wasser aus einer Reinstwasseranlage (Millipore, Bedford) mit 
nachgeschaltetem Sterilfilter (22 µm; Millipore, Bedford) verwendet. 
 
2.1.6 Weitere Chemikalien 
Acrylamid-Mix, 30% (rotiphorese Gel 30)    Roth, Karlsruhe 
Agarose        Eurogentec, Seraing, B 
Albumin Fraktion V        Roth, Karlsruhe 
Ammoniumsulfat       Merck, Darmstadt 
Ammoniumperoxodisulfat       Roth, Karlsruhe 
Ammoniumthiocyanat      AppliChem, Darmstadt 
Ampicillin (Natriumsalz)      Sigma, Taufkirchen 
Anisol, ReagentPlus™, 99%      Sigma, Taufkirchen 
Bacto ™ Agar        BD, Heidelberg 
(+)-Biotin        Fluka, Buchs, CH 
N,O -Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA)   Sigma, Taufkirchen 
Brilliant Blau R 250 (Coomassie Blau R 250)   Roth, Karslruhe 
Bromphenolblau (Natriumsalz)     Roth, Karlsruhe 
Carbenicillin (Dinatriumsalz)     Roth, Karlsruhe 
Cefotaxim-Natriumsalz       Duchefa, Haarlem, NL 
Cellulose, nativ       Merck, Darmstadt 
Chloralhydrat, 99%       Sigma, Taufkirchen 
Claforan Duchefa,Biochem, 
Haarlem, NL 
Chlorphenol-Rot-ß-D-Galactopyranosid (CPRG) Roche, Grenzach-Wyhlen 
Material 
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DEPC-H2O    Eppendorf,Wesseling-
   Berzdorf 
2,4-Dichlorphenoxyessigsäure     Aldrich, Steinheim 
Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs)    Fermentas, St.Leon-Rot 
D-Pantothensäure, Hemicalciumsalz     Sigma, Taufkirchen 
EDTA         Sigma, Taufkirchen 
Eisen(III)-sulfat-pentahydrat, 97%     Aldrich, Steinheim 
17ß-Östradiol        Sigma, Taufkirchen 
Ethidiumbromidlösung, 1%ig     Fluka, Buchs, CH  
Genistein        Roth, Darmstadt 
Guanidinthiocyanat   AppliChem, Darmstadt 
D-Glukoseanhydrid   Fluka, Buchs, CH 
Glycerol   Sigma, Taufkirchen 
Kaliumhydroxid   Merck, Darmstadt 
Kanamycin (Monosulfat)      Duchefa, Haarlem, NL 
Kodak GBX (developer und replenisher)    Sigma, Taufkirchen 
Kodak GBX (fixer und replenisher)     Sigma, Taufkirchen 
Kupfer(II)-sulfat-5-hydrat      Merck, Darmstadt 
Lithiumhydroxid       Aldrich, Steinheim 
Luminol        Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid       invitrogen, Karlsruhe 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat     Merck, Darmstadt 
(-)-Menthoxyacetylessigsäure     Aldrich, Steinheim 
(-)-Menthoxyessigsäurechlorid, 97%    Aldrich, Steinheim 
myo-Inositol        Merck, Darmstadt 
1-Naphthol        Fluka, Buchs, CH 
Natriumacetat, wasserfrei      Merck, Darmstadt 
Phenol, equilibriert       AppliChem, Darmstadt 
Pyridoxin        Sigma, Taufkirchen 
Rifampicin        Fluka, Buchs, CH 
RG1-Puffer        AppliChem, Darmstadt 
RG2-Puffer         AppliChem, Darmstadt 
Roti®-Load 1 (4-mal konz.)      Roth, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsulfat       Fluka, Buchs, CH 
Material 
_____________________________________________________________________ 
 
18 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan     AppliChem, Darmstadt 
Tetramethyethylendiamin, p.a.     Roth, Karlsruhe 
PCR RXN Puffer (- MgCl2)      invitrogen, Karlsruhe 
Veratrol, 99%        Aldrich, Steinheim 
 
2.2 DNS-Standard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Protein-Standard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.2: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, 
St.Leon-Rot). Auf ein Agarosegel wurden 6 µl des 
Größenstandards (1 µl Standard, 1 µl Loading dye, 4 µl H2O) 
aufgetragen (http://www.fermentas.com/catalog/electrophoresis/ 
marksm1811.htm, 18.08.2009, 13.24 h). 
 
Abbildung 2.3 : PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus 
(Fermentas, St.Leon-Rot). Der PageRuler™ Prestained 
Protein Ladder Plus enthält zwei orange-farbene 
Referenzbanden (~27 kDa und ~70 kDa) zur leichteren 
Orientierung. Es handelt sich um eine Mischung von 9 
rekombinanten, hochreinen, gefärbten Proteinen mit 
Molekulargewichten von 10 bis 250 kDa. Die Proteine sind 
an einen blauen Farbstoff gebunden. 
(http://www.fermentas.com/ catalog/electrophoresis/marksm 
1811.htm, 18.08.2009, 10.54h). 
Material 
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2.4 Synthetische Oligonukleotide  (metabion,  Martinsried)  
  
  
Primer Sequenz (5` 3`) Tm [°C] GC-Gehalt 
[%] 
Cyp3a4 for ext CTG ACG TAA GGG ATG ACG 59,0 57,9 
Cyp3a4 rev ext TGG TGA TTT TTG CGG ACT C 55,0 47,4 
Cyp3a4 for int CCA ACC TTC ACC AGT GGA A 57,0 52,6 
Cypa4 rev int GAG CGTNTTC ATT CAC CAC C 57,0 52,6 
Cyp3a4  
for int comp 
GGT GGT GAA TGA AAC GCT C 57,0 52,6 
Cyp3a4 for AAT TAC CCG GGA TGG CTC TGT 
TAT TAG CAG 
71,0 46,7 
Cyp3a4 rev TTT AAG TCG ACT CAG GCT CCA 
CTT ACG GTG 
72,0 50,0 
Cyp2c19 for ext GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC 
AGG 
61,0 45,8 
Cyp2c19 rev ext GGA GTC AGC CAT ATT TAT ATC 
TCC T 
59,7 40,0 
Cyp2c19 for int TGC AAT GTG ATC TGC TCC A 54,5 47,4 
Cyp2c19 rev int TCT GTG TAG GGC ATG TGG C 58,8 57,9 
Cyp3A4-132for1 GGA CCC AGA AAC TGC ATT G 57,0 52,6 
Cyp3A4-132rev1 TTA CAT GCC AGA AGA GTC GC 58,0 50,0 
 
2.5 Plasmide 
spsma (7828 bp): Derivat von pPam; GenBank: AY027531;. Binärer Klonierungsvektor, LB, 
nptII (Kan
r
 in Pflanzen), sar, konstitutiver P35S-Promotor des CaMV (dupliziert), pA35S-
Terminations- und Polyadenylierungssequenz, RB, bla (Amp
r
), RK2 ori (oriV) ColE1 ori. 
[Rademacher, 2002;  Stöbe, 2001] 
  
spsmamc (7845 bp): Modifizierter spsma-Vektor. Eingefügt wurde eine „Multiple-cloning-
site“ mit Schnittstellen für BglII (Schnittstelle: 7838 bp), KpnI (7834 bp), SalI (1 bp) und 
SmaI (7824 bp).  
 
pCW´2c19hNPR (9256 bp): [cDNS; Swiss-Prot: P33261, EC 1.14.13.80, 
http://www.expasy.org/sprot/, 17.03.2009, 16.54h] Der bakterielle Expressionsvektor wurde 
von Prof. Elizabeth Gillam, Faculty of Biological & Chemical Sciences, University of 
Queensland, Australia, zur Verfügung gestellt. Das Plasmid trug bereits das Neomycin-
Phosphotransferase-Gen (nptII), welches eine Kanamycin-Resistenz bewirkt, sowie das ß-
Lactamase-Gen (bla), wodurch eine Carbenicillin-Resistenz vermittelt wird.  
Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Oligonukleotide. 
Material 
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pCW´3A4 (6583 bp): Bakterieller Expressionsvektor, cyp3a4 [cDNS; Swiss-Prot: P08684 
(Q16757, Q9UK50), EC 1.14.13.67], IPTG-induzierbarer tac-Promotot (dupliziert), lacI
q
, 
lacZ´, bla (Amp
r
), ColE1 ori. Der Vektor wurde von F.P. Guengerich (Vanderbilt University 
Nashville) zur Verfügung gestellt.  
 
spRNY3A4 (9444 bp): Transformationsvektor. Ligationsprodukt des pflanzlichen Vektors 
spsma und dem isolierten Cyp3a4 [Faymonville, 2005]. 
 
2.6 Enzyme 
ß-Glukosidase, E.C.3.2.1.21; aus Mandeln; 1,5 U/mg  Sigma, Taufkirchen 
Taq DNA Polymerase Recombinant, 5 U/µl    invitrogen, Karlsruhe 
Proteinase K        Fermentas, St.Leon-Rot 
Dnase I  Roche, Grenzach-Wyhle 
Transcriptor Reverse Transcriptase  Roche, Grenzach-Wyhlen  
T4 DNA-Ligase, 200u      Fermentas, St.Leon-Rot 
 
Restriktionsenzyme 
EcoRI   5000u       Fermentas, St.Leon Rot 
NdeI   500u       Fermentas, St.Leon-Rot 
SalI  500u       Fermentas, St.Leon-Rot 
SmaI   1200u       Fermentas, St.Leon-Rot 
 
2.7 Antikörper 
Primäre Antikörper 
Anti human CYP3A4  (Chemicon International, Hampshire, GB) 
Polyklonaler Kaninchen- Antikörper gegen humanes CYP3A4  
 
Anti human CYP2C19  (Chemicon International, Hampshire, GB) 
Polyklonaler Kaninchen- Antikörper gegen humanes CYP 2C19  
 
Sekundärer Antikörper 
ECL Anti-Rabbit IgG, Horseraddish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole Antibody 
(Amersham Bioscience/GE Healthcare, München)  
Material 
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2.8 Bakterienstämme 
E.coli K12 DH5α (Invitrogen Karlsruhe) 
Genotyp: F
- ф80lacZΔM15 Δ (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk
-
, mk
+
) phoA 
supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 
Eigenschaften: dam/dcm-Methylierung: ja 
   Blau-Weiß-Selektion rekombinanter Plasmide: ja;  ф80 lacZM15 
   Endonuklease: nein, endA
-
 
   Resistenz: -  
Die Baktereinzellen wurden durch chemische Behandlung kompetent gemacht (Joußen, 
2008). 
 
Agrobacterium tumefaciens, GV3101 (Smith & Townsend) 
Rifr, Gmr, Kmr [Koncz, 1986]. Auf dem Helferplasmid pMP90RK sind die für die Funktion 
des RK2-Replikons benötigten trfA-Gene integriert. Das Helferplasmid ist weiterhin mit einer 
Kanamycin-Resistenz (nptII) ausgestattet, daher wird dieser Stamm für Carbenicillin-
Resistenz (bla) tragende binäre Vektoren verwendet.  
 
2.9 Hefestamm 
Die im YES- Test eingesetzten Hefen wurden von J.P. Sumpter, Brunel University, Uxbridge, 
U.K. zur Verfügung gestellt. Der Stamm wurde im „Genetics Department“, Glaxo Wellcom, 
plc (Stevenage, Harts, U.K.) entwickelt [Routledge und Sumpter, 1996].  
 
2.10 Pflanzenzellsuspensionskulturen 
Karotte (Daucus carota L.) 
Die verwendete Zellkultur von Daucus carota L. wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit  
in Eigenarbeit angelegt. Die Karottenwurzeln entstammten der Sorte 2 Fanal/Nantoise, 
Bingenheimer Saatgut. Es wurden Kallus- und Suspensionskulturen angelegt. Die im Verlauf 
der Arbeit verwendete Abkürzung für diese Kultur ist Dc.  
Im Laufe der Arbeit wurde die Kultur mit humaner cDNS von CYP3A4 und CYP2C19 
transformiert. Die Abkürzung für die Kulturen sind 3DcA4 für die mit humanem Cyp3a4 
transformierte Kultur und 2DcC19 für die mit humanem Cyp2c19 transformierte Kultur.  
Material 
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Soja (Glycine max. L. Merr. Mandarin ) 
Die verwendete Zellkultur von Glycine max. wurde in Suspension von der DSMZ (PC-1026) 
in Braunschweig bezogen. Die im Verlauf der Arbeit verwendete Abkürzung für diese Kultur 
ist S.  
 
Weizen (Triticum aestivum L.  Heines Koga II) 
Die verwendete Zellkultur von Triticum aestivum Heines Koga II wurde von der DSMZ in 
Braunschweig bezogen und seit Jahren als Kalluskultur kultiviert. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde daraus eine Suspensionskultur angelegt. Die im Verlauf der Arbeit 
verwendete Abkürzung für diese Kultur ist W.  
 
Tabak (Nicotiana tabacum L.) 
Die verwendete Tabakzellkultur Nicotiana tabacum Linné wurde von der DSMZ in 
Braunschweig bezogen (PC-120; DSMZ). Sie wurde 1984 von M.H. Zenk (LMU München) 
angelegt. Die im Verlauf der Arbeit verwendete Abkürzung für diese Kultur ist Nt.  
Die Tabakkultur wurde im Rahmen von vorausgegangenen Diplom- und Doktorarbeiten mit 
humaner cDNS von CYP1A1, CYP1A2 (Bode, 2004), CYP3A4 (Faymonville, 2005), 
CYP2B6 (Gembé, 2007) und CYP2C19 (Frantzen, 2008) transformiert.. Die im Verlauf der 
Arbeit verwendeten Abkürzungen für diese Kulturen sind 1NtA1, 1NtA2, 3NtA4, 2NtB6 und 
2NtC19.  
 
Material 
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2.11 Kultivierungsmedien 
Im Folgenden sind die Medien angegeben, die zur Kultivierung von Bakterien und 
Pflanzenzellkulturen verwendet wurden. Die Medien für den YES-Test sind im Methodenteil 
aufgeführt.  
 
2.11.1 LB-Medium 
 
 
Komponente Menge [g] 
NaCl 10,0 
Trypton 10,0 
Hefeextrakt 5,0 
Wasser ad  1000 mL 
Agar 12,0 (optional) 
 
 2.11.2 YEB-Medium 
 
 
 
Komponente Menge [g] 
Rinderextrakt 5,0 
Hefeextrakt 1,0 
Pepton 5,0 
Saccharose 5,0 
Wasser ad  1000 mL 
Agar 15,0 (optional) 
 
 
Tabelle 2.3: Zusammensetzung des YEB-Mediums zur Kultivierung von A. 
tumefaciens (pH 7,4). Nach dem Autoklavieren bei 121 °C für 20 min wurde 
dem Medium unter sterilen Bedingungen MgSO4 (2 mM) zugegeben. 
Tabelle 2.2: Zusammensetzung des LB-Mediums zur Kultivierung von E.coli. 
 
Material 
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2.11.3 SOC-Medium 
      
 
Komponente Menge [g] 
Trypton 20,0 
Hefeextrakt 5,0 
NaCl 0,5 
KCl 0,2 
Wasser ad 1000 mL 
 
Nach dem Autoklavieren bei 121 °C wurde dem Medium sterile Glukose-Lösung (20 mM) 
zugegeben.  
 
 
2.11.4 Czapek-Dox-Medium 
 
 
    Komponente Menge [g] 
Saccharose 30,0 
NaNO3 3,0 
K2HPO4 1,0 
KCl 0,5 
MgSO4  · 7 H2O 1,02 
FeSO4 ∙  7  H2O 0,0180 
Wasser ad 1000 mL 
Agar 13,0 (optional) 
 
Das bei 121 °C autoklavierte Medium wurde unter sterilen Bedingungen in 
Kunststoffpetrischalen portioniert und kühl und trocken gelagert. 
 
2.11.5 Standard I Agar 
37 g Standard I Agar wurden in 1 l Wasser unter Erwärmen gelöst, bei 121 °C autoklaviert 
und unter sterilen Bedingungen in Kunststoffpetrischalen portioniert. 
Tabelle 2.5: Zusammensetzung des Czapek-Dox-Mediums zur 
Sterilitätskontrolle der Pflanzenzellsuspensionskulturen.  
     Tabelle 2.4: Zusammensetzung des SOC-Mediums. 
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2.11.6 LS-Medium  
 
       
Anorganische Nährstoffe 
 
Molarität im Medium 
[mmol / l] 
NH2NO3 20,6 
KNO2 18,8 
CaCl2  2 H2O 3,0 
MgSO4  2 H2O 1,5 
KH2PO4 1,25 
Spurenelemente  
KI 0,005 
H3BO3 0,1 
MnSO4  4 H2O 0,01 
ZnSO4  7 H2O 0,03 
Na2MoO4  2 H2O 0,001 
CuSO4  5 H2O 0,0001 
CoCl2  6 H2O 0,0001 
Eisen- EDTA- Zugabe  
FeSO4  7 H2O 0,10 
Na2EDTA 2 H2O 0,10 
Vitamine  
Meso- Inositol 0,5550 
Thiamine  2 HCl 0,0012 
C-Quelle  
Saccharose 88,00 
Wachstumshormone  
2,4-D 0,0010 
1- Naphthylacetatsäure (NAA) 0,0010 
 
Nach Zugabe aller Komponenten wurde die Nährlösung auf einen pH von 6,0 eingestellt und 
bei 121 °C für 20 min autoklaviert. 
Tabelle 2.6: Zusammensetzung des LS-Mediums [Linnsmaier & Skoog, 
1965] zur Kultivierung der Tabakzellkulturen. 
Material 
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2.11.7  I2a-Medium 
 
          
Anorganische Nährstoffe 
 
Molarität im Medium 
[mmol/L] 
NH4NO3- 16,5 
KNO3 15,0 
CaCl2  2 H2O 2,4 
MgSO4  7 H2O 1,2 
KH2PO4 1,0 
Spurenelemente  
KI 0,005 
H3BO3 0,1 
MnSO4   H2O 0,13 
ZnSO4  7 H2O 0,029 
Na2MoO4  2 H2O 0,0012 
CuSO4  5 H2O 0,0001 
CoCl2  6 H2O 0,0001 
Eisen- EDTA- Zugabe  
FeSO4  7 H2O 0,1 
Na2EDTA 2 H2O 0,1 
Vitamine  
Nikotinsäure 0,004 
Thiamine  2HCl 0,00027 
Pyridoxin · HCl 0,00048 
myo-Inosit 0,55 
C-Quelle  
Saccharose 88,0 
Wachstumshormon  
2,4-D 0,00045 
 
Nach Zugabe aller Komponenten wurde die Nährlösung auf einen pH von 5,6 eingestellt und 
bei 121 °C für 20 min autoklaviert. 
Tabelle 2.7: Zusammensetzung des I2a-Mediums zur Kultivierung der 
Karottenzellkulturen. 
Material 
_____________________________________________________________________ 
 
27 
2.11.8 B5-Medium 
 
         
Anorganische Nährstoffe 
 
Molarität im Medium 
[mmol/L] 
NaH2PO4 · H2O 1,1 
KNO3 25,0 
CaCl2  2 H2O 1,0 
MgSO4  7 H2O 1,0 
(NH4)2SO4 1,0 
KI 0,0045 
Spurenelemente  
H3BO3 0,049 
MnSO4   H2O 0,059 
ZnSO4  7 H2O 0,01 
Na2MoO4  2 H2O 0,001 
CuSO4  5 H2O 0,0010 
CoCl2  6 H2O 0,0011 
Eisen- EDTA- Zugabe  
FeSO4  7 H2O 0,05 
Na2EDTA 2 H2O 0,05 
Vitamine  
Nikotinsäure 0,008 
Thiamin  2HCl 0,03 
Pyridoxin · HCl 0,006 
meso-Inositol 0,555 
C-Quelle  
Saccharose 58,4 
Wachstumshormon  
2,4-D 
0,009 (Weizen) 
0,0045 (Soja) 
 
Nach Zugabe aller Komponenten wurde die Nährlösung auf einen pH von 5,2 (Weizen) oder 
5,5 (Soja) eingestellt und bei 121 °C für 20 min autoklaviert. 
Tabelle 2.8: Zusammensetzung des B5-Mediums zur Kultivierung der 
Soja-und Weizenzellkulturen. 
Material 
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2.12 Geräte und Zubehör 
2.12.1 Messgeräte 
Flüssig-Szintillationsmessgerät 
Liquid Scintillation Analyzer 2250 CA Tricarb  Canberra Packard, Dreieich 
 
Dc-Auftragsmaschine 
Linomat IV       Camag, Berlin  
 
DC-Scanner       
Flexible Format Multisample Counter MSC 2000 
Tracemaster 40,Version     Berthold, Wildbad 
 
Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) 
HPLC  System Gold Personal Chromatograph  Beckmann, München 
  Pumpe: Programmable Solvent Module 126, 
  Diode-Array-Detektor 168, Manueller Injektor: 
  Altex 210 A, Software: 32 Karat 8.0    
  Radiodetektor: Ramona 5     Raytest, Straubenhardt 
  Messzelle: 1655 Quarzzelle,Glas, 32-45 µm,  
Innendurchmesser 4,0 mm, Volumen 0,4 mL 
Radiodetektor:  Ramona 2000    Raytest, Straubenhardt 
  Messzelle: 1655 Quarzzelle,Glas, 20-30 µm,  
Innendurchmesser 5,5 mm, Volumen 0,37 mL 
 
HPLC-Säulen  
CC 250/4 NUCLEODUR Sphinx RP, 5 µm  Macherey & Nagel, Düren 
  Länge: 250 mm; Partikelgröße: 5 µm; 
  Innerer Durchmesser: 4 mm 
 
  EC 250/4 Nucleosil 100-5 C18   Macherey & Nagel, Düren 
 
NUCLEODEX-γ-PM:  
permethyliertes γ-Cyclodextrin (R = CH3; n = 3) Macherey & Nagel, Düren 
Material 
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Gaschromatographie (GC) – Massenspektroskopie (MS) 
GC   Hewlett Packard Gaschromatograph  Agilent, Waldbronn 
5890 Series II ,Detektor: 5971 Series  
Mass Selective Detector, Säule:   
GC- Säule   
FS-Supreme-5, Nr.252985                       CS, Langerwehe 
   Länge: 25 m, Innendurchmesser:  
0,25 mm, Filmdicke: 0,23 µm 
 
Magnetresonanzspektroskopie (NMR) 
Bruker AV300        Bruker, Karlsruhe 
 
Mikrotiterplatten-Messgerät 
Infinite® 200 Tecan Group Ltd., 
Männedorf, CH 
Verbrennungsgerät 
Biolocical Oxidizer OX 500 Zinsser/Harvey 
Instruments, Frankfurt 
 
2.12.2 Sonstige Geräte 
Rotationsverdampfer 
Rotavapor RE111       Büchi, Essen 
 
pH-Meter 
pH-Meter CG 818       Schott Geräte, Mainz 
 
Leitfähigkeitsmessgerät 
LF 330, Messzelle: TetraCon® 325     WTW, Weinheim 
 
Fotometer 
DU® 640 Spectrofotometer      Beckmann, München 
 
Laborwaage        Sartorius, Göttingen 
Analysenwaage       Sartorius, Göttingen 
Material 
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Membranpumpe       Vakumbrand 
Schüttler Julabo U3 SW 
UV-Lampe (254 nm / 336 nm)      Camag, Berlin 
Ultraschallbad Transsonic 460     Elma, Singen 
Ultraschall-Desintegrator Sonoplus HD200    Bandelin, Berlin 
 
Zentrifugen  
Labofuge A        Heraeus, Hanau 
Tischzentrifuge Universal 32R     Hettich, Tuttlingen 
Biofuge Pico        Heraeus, Hanau 
Speed Vac Concentrator Savant Instruments, 
Farmingdale, New York, 
USA 
Rührer mit Heizplatte       Sartorius, Göttingen 
Thermomixer Comfort           Eppendorf,Wesseling- 
     Berzdorf 
Inkubationsschrank        Binder, Tuttlingen 
Mastercycler gradient     Eppendorf, Wesseling- 
     Berzdorf 
 
Whirlmix Model K-550- CE      Bender & Hobein AG 
Powerbag 3000       BIO-Rad, München 
UV-Transilluminator UVT-20M     Herolab, Wiesloch 
 
Mikroliterspritzen für die DC- Auftragsmaschine    Camag, Berlin 
Mikroliterspritzen                                                                              Hamilton, Bonaduz, CH 
 
2.13 Weitere Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial     
DC-Fertigplatten auf Glas Kieselgel 60    Macherey & Nagel, Düren 
Schichtdicke 1,0 mm , 20 x  20 cm mit UV- Indikator 
Schichtdicke 0,25 mm, 5, 10, 20 x  20 cm mit UV- Indikator 
Rundfilter Ø 7 cm, Nr. 595 Schleicher&Schuell, Dassel 
Verbrennungshütchen für den Biological Oxidizer   Canberra Packard, Dreieich 
Material 
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Super Polyethylene Vial
™:
 5 mL, 20 mL   Perkin Elmer, Rodgau-
Jügesheim 
Parafilm® „M“     
Kanülen Neolus 0,8 x 40 mm     Terumo 
Einwegspritzen Syringl 5 ml      Terumo 
Einmalfilter Chromafil®: Poren-Ø 0,45µm, Filter- Ø 0,3 mm  Macherey & Nagel, Düren 
Schraubkappen G8-L  
Reaktionsgefäße: 0,2 mL, 1,5 mL, 2 mL    Eppendorf, Wesseling- 
     Berzdorf 
NL 16 Membranfilter Ø 25 mm     Schleicher&Schuell, Dassel 
Nitrocellulosemembran
Methoden 
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3 Methoden 
 
3.1 Etablierung von Kallus- und Zellsuspensionskulturen  
3.1.1 Etablierung einer Kalluskultur von Daucus carota L.  
Zur Etablierung einer Kalluskultur aus Karottenwurzeln wurden solche der Sorte Nantaise 
2/Fanal (Bingenheimer Saatgut) verwendet. Nach einer Arbeitsvorschrift von Seitz (1985) 
wurden die Wurzeln in einem ersten Schritt unter fließendem Wasser durch Bürsten gereinigt 
und in ca. 50 mm lange Stücke geschnitten. Diese wurden unter sterilen Bedingungen in 
Ethanol (96%) gerührt (30 s). Der Alkohol wurde abgegossen, die Stücke mit sterilem Wasser 
gewaschen, in Klorix™-Lösung (1:10 verdünnt) überführt und anschließend gerührt (30 min). 
Es wurde 3-mal mit sterilem Wasser gewaschen und die Karottenstücke zum Auslegen 
vorbereitet. Dazu wurde die Rinde ca. 5 mm breit abgeschält und die Stücke quer in 2-3 mm 
dicke Scheiben geschnitten. Die einzelnen Scheiben wurden wiederum in vier Sektoren 
geteilt, die zusammen in jeweils eine Petrischale mit festem I2a-Medium (Tab. 2.7) ausgelegt 
wurden. Petrischalen von insgesamt 10 Parallelen wurden im Dunkeln inkubiert (27 °C). Die 
Subkultivierung erfolgte alle vier Wochen durch Übertragung von frisch gebildetem 
Kallusgewebe auf Agarplatten mit frischem Medium.  
 
3.1.2 Etablierung einer Zellsuspensionskultur von Daucus carota L.  
Zur Etablierung der Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. wurden 1,5 g des 
Kallusgewebes von sechs beliebig ausgewählten Parallelen in 100 mL-Erlenmeyerkolben mit 
jeweils 20 mL flüssigem I2a-Medium überführt und im Dunkeln inkubiert (27 °C, 110 rpm). 
Nach ca. acht Wochen konnte ein regelmäßiger Subkultivierungsrhythmus von 10 bzw. 11 
Tagen eingestellt werden, wobei jeweils 1 g Zellen (Feuchtgewicht) mit einem Sieb der 
Maschenweite 0,8 mm in 25 mL frisches I2A-Medium überführt wurden.  
 
3.1.3 Etablierung weiterer Zellsuspensionskulturen  
Am Institut für Umweltforschung der RWTH Aachen werden seit Jahren verschiedene 
Pflanzenzellkulturen als Kallus- und Zellsuspensionskulturen kontinuierlich kultiviert. Für die 
vorliegende Arbeit wurden Soja- und Weizenzellsuspensionskulturen aus bereits vorhandenen 
Kalluskulturen angelegt. Dazu wurden 1,5 g des Kallusgewebes der entsprechenden Kultur in 
100 mL-Erlenmeyerkolben mit jeweils 20 mL B5-Medium (Tab. 2.8) überführt und die 
Kulturen im Dunkeln inkubiert (27 °C, 110 rpm). Die Subkultivierung der Sojakulturen 
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erfolgte wöchentlich, die der Weizenkulturen alle 14 Tage. Es wurde dazu 1 g Sojazellen 
(Feuchtgewicht) mit einem Sieb der Maschenweite 1 mm in frisches Nährmedium überführt. 
Die Weizenzellen wurden wegen der Größe ihrer Zellaggregate mit einem Spatel überführt.  
Tabakzellsuspensionskulturen waren bereits vorhanden und konnten ohne Vorarbeiten für 
Metabolismusstudien eingesetzt werden. Die Subkultivierung erfolgte alle 10 bzw. 11 Tage.  
 
3.2 Molekularbiologische Methoden 
3.2.1 Isolierung genomischer DNS aus Pflanzenzellen (Haus-internes Protokoll) 
Zur DNS-Isolierung aus den pflanzlichen Zellsuspensionskulturen wurden diese unter 
Vakuum abgesaugt, so dass sich die Zellen vom Nährmedium trennten. 100 mg Zellen 
wurden in 2 mL-Reaktionsgefäße eingewogen, in flüssigem Stickstoff gefroren und 
gemörsert. Die auf diese Weise mechanisch aufgeschlossenen Zellen wurden in 500 µL 
Extraktionspuffer suspendiert und durch leichtes Schütteln homogenisiert. Nach Zugabe von 
500 µL Phenol-Chloroform (1:2, v/v) wurden die Zellen 10 min ausgeschüttelt und 
zentrifugiert (RT, 10 min, 13 000 rpm). Die wässrige Phase wurde in 500 µL Chloroform 
überführt und per Hand ausgeschüttelt (5 min). Die Phasentrennung wurde durch 
Zentrifugation (RT, 10 min, 13 000 rpm) herbeigeführt. Es wurden 50 µL Natriumacetat und 
1 mL Ethanol (96%) in einem Reaktionsgefäß vorgelegt und die wässrige Phase erneut 
überführt. Die anschließende Fällung der DNS wurde durch Zentrifugation herbeigeführt (20 
min, 13 000 rpm, 4 °C). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 200 µL Ethanol 
(70%) gewaschen. Es wurde erneut zentrifugiert (4 °C, 3 min, 13 000 rpm), der Überstand 
verworfen und das verbliebene Ethanol mit einer ausgezogenen Pipettenspitze restlos entfernt. 
Das Pellet wurde einige Minuten getrocknet, in 30 µL sterilem Wasser aufgenommen und bei  
-20 °C gelagert. Zur Bestimmung der Menge an isolierter DNS wurde eine Agarose-
gelelektrophorese mit 1 µL der jeweiligen Probe, 1 µL Ladepuffer und 4 µL Wasser 
durchgeführt (Kap. 3.2.2). 
 
Extraktionspuffer   Tris-HCl, pH 8,5  100  mM 
     NaCl   100 mM 
     EDTA, pH 8,0  10 mM 
     SDS   0,2% (w/v) 
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3.2.2 Agarosegelelektrophorese  
Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um ein Verfahren, bei dem geladene Moleküle in 
einem elektrischen Feld wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhängig von der 
Größe, der Form und der Ladung der Moleküle. Die Proben werden auf ein Agarosegel 
aufgetragen und wandern aufgrund ihrer negativen Ladung in Richtung des positiven Pols. 
Das Gel ist ein Fasernetzwerk, dessen Porengröße je nach Agarosegehalt variiert, was 
wiederum Einfluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit hat. Nach einer festgelegten 
Wanderungszeit  wird die Position der gewanderten Moleküle im Gel bestimmt. Dieses ist 
möglich, da  dem Agarosegel vor dem Auftragen der Proben Ethidiumbromid (3,8-Diamino-
6-ethyl-5-phenylphenantridiumbromid) zugegeben und das Gel nach dem Lauf unter UV-
Licht (254 nm) betrachtet wird. Durch diese Färbemethode sind im Gel Banden zu erkennen, 
in denen sich Moleküle gleicher Größe sammeln.  
Es wurden die isolierte DNS und die Produkte aus PCR und Kolonie-PCR 
gelelektrophoretisch untersucht. Für ein 1%iges (w/v) Gel der Größe 6,5 x 10 cm  wurden 
0,4 g Agarose mit 40 mL TAE-Puffer versetzt und durch Erhitzen in der Mikrowelle 
vollständig gelöst. Als das Gemisch eine Temperatur von ca. 60°C erreicht hatte, wurden 
2 µL Ethidiumbromid zugegeben und das Gel in eine horizontale Laufkammer gegossen. Als 
Größenstandard diente die „Gene RulerTM DNA Ladder plus“. Die Laufzeit betrug 45 min bei 
110 V. Das Gel wurde mit einem UV-Transiluminator bei 312 nm durchleuchtet und die 
fluoreszierenden Banden durch einen Orangefilter fotographiert. 
Die Bestimmung der DNS-Konzentration erfolgte durch den Vergleich der 
Fluoreszenzintensitäten von Proben- und Markerbanden. 
 
TAE-Laufpuffer   Tris-Acetat   40  mM 
     EDTA, pH 8,3  1 mM   
 
6 x Auftragspuffer für Gele  Bromphenolblau 0,25%  (w/v)   
     Xylen Cyanol FF 0,25%  (w/v)    
               Glycerin   30,0%  (w/v)   
 
3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine Methode zur 
enzymatischen Amplifikation eines DNS-Abschnittes, der von zwei bekannten Sequenzen 
flankiert wird [Saiki et al, 1988]. Nach Denaturierung des DNS-Doppelstranges hybridisieren 
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zwei synthetische Oligonukleotide an ihre komplementären Sequenzen (Annealing) und 
dienen somit als Startpunkt für die Neusynthese des fehlenden Stranges durch eine 
thermostabile DNS-Polymerase, meist aus Thermus aquaticus (Elongation). Durch zahlreiche 
Wiederholungen von Denaturierung, Annealing und Elongation kommt es zu einer 
exponentiellen Vermehrung des zu amplifizierenden DNS-Bereiches.  
Die optimalen Bedingungen, wie z.B. Temperaturprogramm, Konzentration von MgCl2 und 
der Amplifikationsvorlage müssen für jede Reaktion empirisch ermittelt werden. 
 
 
Komponenten Volumen [µL] 
Puffer, 10x 2,0 
dNTPs  [2 mM] 2,0 
Primer, vorwärts [10 µM] 0,3 
Primer, rückwärts [10 µM] 0,3 
MgCl2 [50 mM] 0,6 
Taq-Polymerase , 5 U/µL 0,4 
Wasser 13,4 
DNS ca. 20 ng 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mittels PCR die stabile Transformation der 
Zellsuspensionskulturen kontrolliert und nachgewiesen. 
Die Tabellen 3.1 und 3.2 zeigen die Zusammensetzung und das Temperaturprogramm der 
durchgeführten PCR-Reaktionen.  
Es wurden Reaktionsgemische aus Puffer, MgCl2, Wasser, Taq-Polymerase und dem für die 
jeweilige Reaktion spezifischen Oligonukleotid-Paar hergestellt. Als Negativkontrolle wurde 
Wasser, als Positivkontrolle der jeweilige Transformationsvektor eingesetzt. 
 
 
 
Reaktionsschritt Dauer, Temperatur Anzahl der Zyklen 
Initiale Denaturierung 5 min, 94°C 1 Zyklus 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
30 s, 94°C 
30 s, 54°C 
80 s, 72°C 
 
35 Zyklen 
Finale Elongation 5 min, 72°C 1 Zyklus 
 
 
Tabelle 3.2: Zeitprogramm der PCR  für den Nachweis von Cyp3a4, Cyp3a4-132 und Cyp2c19. 
Tabelle 3.1: Zusammensetzung der PCR-Komponenten für den Nachweis von Cyp3a4, Cyp3a4-
132 und Cyp2c19. 
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3.2.4 Kolonie-PCR 
Zur Kontrolle der erfolgreichen Transformation der Agrobakterien wurden diese in einer 
Kolonie-PCR getestet. Dazu wurden die entsprechenden Bakterien aus der Stocklösung auf 
YEB-Agar-Platten ausgestrichen und im Dunkeln inkubiert (27 °C, 48 h). Einzeln 
ausgewählte Kolonien wurden der Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze entnommen und 
unmittelbar als Vorlage zur Amplifikation des entsprechenden DNS-Fragmentes in den 
Reaktionsansatz eingesetzt.  Die Pipettenspitze wurde in 5 mL LB-Medium gegeben und über 
Nacht bei ebenfalls 27 °C inkubiert. Bei einem positiven PCR-Ergebnis wurde eine 
Stocklösung des entsprechenden Klons angelegt (Kap. 3.2.6.1). 
 
 
Komponente Volumen [µL] 
Puffer, 10 x 2,0 
dNTPs  [2 mM] 2,5 
Primer, forward [10 µM] 0,3 
Primer, reverse [10 µM] 0,3 
Tween 20, 10% 0,2 
MgCl2 [50 mM] 0,6 
Taq-Polymerase , 5U/µL 0,2 
Wasser 13,9 
 
Den Tabellen 3.3 und 3.4 sind die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes und das 
Zeitprogramm für die durchgeführten Kolonie-PCR  zu entnehmen. 
 
 
Reaktionsschritt Dauer, Temperatur Anzahl der Zyklen 
Initiale Denaturierung 4 min, 94 °C 
2 min, 50 °C 
2 min, 72 °C 
 
1 Zyklus 
Denaturierung 
Annealing 
Elongation 
1 min, 94 °C 
2 min, 56 °C 
1 min, 72 °C 
 
35 Zyklen 
Finale Elongation 5 min, 72 °C 1 Zyklus 
 
 
  
 
 
Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Komponenten einer Kolonie-PCR. 
Tabelle 3.4: Zeitprogramm der Kolonie-PCR. 
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3.2.5 Modifikation des Transformationsvektors spRNY3A4 
Aus dem von Faymonville und Joußen 2005 konstruierten Transformationsvektor spRNY3A4 
zur Übertragung von Cyp3a4 sollten 132 bp zwischen Stop-Codon und Terminationssequenz 
entfernt werden. 
 
1. Der pflanzliche Expressionsvektor  
Der pflanzliche Expressionsvektor spsmamc wurde dazu aus einer Übernachtkultur von E. 
coli isoliert (Bench Protocol: QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen). Zur 
Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNS wurde eine Restriktion mit SalI durchgeführt. 
Es wurden dazu 1 µl Reaktionspuffer, 0,5 µl des Restriktionsenzyms, 0,5 µl der Plasmid-DNS 
und 8 µl Wasser für 55 min bei 37 °C inkubiert und das resultierende Produkt 
gelelektrophoretisch analysiert (Kap. 3.2.2). Im Anschluss daran wurde ein Doppelverdau mit 
SmaI und SalI durchgeführt [http://www.fermentas.com /doubledigest/double.php, 18.09.07, 
17.00 h]. Es wurden dazu 2 µl des Reaktionspuffers, 0,5 µl SmaI, 15 µl DNS und 2,5 µl 
Wasser für 1 h bei 30 °C inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 2,5 µl Reaktionspuffer und 
2,5 µl Sal1 wurde der Ansatz eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. 
Das Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt (Qiagen) und 
gelelektrophoretisch untersucht (Kap. 3.2.2). 
 
2. Der bakterielle Expressionsvektor 
Durch einne PCR-Ansatz mit den Primern Cyp3A4for und CYP3A4rev in sechs Parallelen 
wurde die gesamte Cyp3a4-cDNS amplifiziert (Kap. 3.2.3). Das PCR-Produkt wurde in einem 
Agarosegel aufgetrennt (Kap. 3.2.2) und das Fragment von etwa 1500 bp unter Zuhilfenahme 
des Pure Link™Quick Gel Extraction Kits (Invitrogen) aus dem Gel isoliert und aufgereinigt. 
Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand eines Agarosegels. Im Anschluss daran 
wurde ein Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen SmaI und SalI durchgeführt. Dazu 
wurden 2 µl des Reaktionspuffers, 0,4 µl SmaI, 15 µl DNS und 2,5 µl Wasser für 50 min bei 
30°C inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 2,5µl Reaktionspuffer und 0,8 µl SalI wurde der 
Ansatz weitere 50 min bei 37 °C inkubiert. 
Es wurde nach dem QIAquick PCR Purification Kit Protocol  (Qiagen) aufgereinigt und die 
Konzentration des Produktes anhand eines Agarosegels bestimmt.  
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3. Ligation 
In Anlehnung an die Benutzervorschrift der Fermentas-Ligase wurde die Ligation des Vektors 
(spsmamc) und des Inserts (Cyp3a4–132 bp) durchgeführt. Der Reaktionsansatz ist Tabelle 
3.5 zu entnehmen. 
 
 
 
Komponente Volumen [µL] 
T4-Ligase-Puffer 2,0 
PEG 2,0 
Ligase 5,0 
Vektor 75 ng/µL 
Insert 10 ng/µL 
Wasser - 
4 °C, 30 min, 
dann 16 °C ü.N. 
 
4. Transformation von E.coli mit dem Ligationsprodukt 
Zur Transformation mit dem Ligationsprodukt wurden kompetente E.coli-Zellen (DH5α 100)  
mit 10 µL des Ligationsproduktes 20 min auf Eis gestellt. Die Probe wurde 2 min bei 42 °C 
und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 0,9 mL LB-Medium (Tab. 2.2) 
wurde 1 h inkubiert (37 °C). Die Probe wurde zentrifugiert (RT, 5 min, 3000 rpm), der 
Überstand verworfen und die Zellen in 100 µL LB-Medium aufgenommen. Es wurden 1-mal 
10 µL und 1-mal 90 µL auf LB-Medium ausplattiert und über Nacht inkubiert (37 °C). Zur 
Kontrolle der erfolgreichen Transformation wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt (Kap. 
3.2.4). 
Mit dem QIAgen Miniprep Kit wurde aus allen Kulturen erneut das Plasmid isoliert und zur 
Kontrolle des Vektors eine Restriktion mit EcoRI durchgeführt. Dazu wurden 1 µl 
Reaktionspuffer, 0,5 µl des Restriktionsenzyms, 1 µl DNS und 7,5 µl Wasser für 45 min bei 
37 °C inkubiert.  
Die DNS eines ausgewählten Klons wurde zur Sequenzierung gegeben (Kap. 3.2.9) und eine 
Stocklösung der transformierten Agrobakterien angesetzt (Kap. 3.2.6.1).  
 
 
Tabelle 3.5: Reaktionsansatz der Ligation des pflanzlichen 
Vektors spsmamc und des Inserts Cyp3a4. Die Reaktion wurde 
durch 10-minütige Inkubation bei 65 °C abgebrochen.  
 
Die Reaktion wurde durch 10-minütige Inkubation bei 65°C 
abgebrochen.  
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3.2.6 Agrobacterium tumefaciens (Kultivierung und Transformation) 
Kultivierung 
Die Anzucht der Bakterien erfolgte in 100 mL-Erlenmeyerkolben mit jeweils 20 mL YEB-
Medium (Tab. 2.3) (ü.N., 28 °C, 220 rpm). Zur Selektion wurden die Antibiotika 
Carbenicillin (50 µg/mL, Carb
50
), Kanamycin (25 µg/mL, Kan
25
) und Rifampicin (50 µg/mL, 
Rif
50
) eingesetzt. Die Konservierung der Klone erfolgte in Form von Glycerinkulturen. Dazu 
wurden 850 µL der entsprechenden Bakterienkultur mit 150 µL steriler Glycerin-Stock-
Lösung gemischt, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bei -70 °C gelagert.  
 
Glycerin-Stock-Lösung:   Glycerin  50% (v/v) 
     Tris-HCl, pH 7,4 50  mM 
     MgSO4   200 mM 
 
Transformation von Agrobacterium tumefaciens  
Eine Möglichkeit fremde DNS in Pflanzenzellen einzubringen, ist die Infektion mit 
Agrobakterium tumefaciens [Gelvin, 2003, Herrella-Estraella et al., 1983] Das 
Bodenbakterium besitzt einen natürlichen Mechanismus, eigene Gene in Pflanzenzellen zu 
übertragen und dort mit hoher Effizienz ins Genom zu integrieren (Sheng, 1996, Zupan, 
2000). Durch Austausch der übertragbaren bakteriellen Gene können Pflanzenzellen mit 
beliebigen Genen ausgestattet werden. Als Transformationsmethode wurde die Co-Inkubation 
mit vir-Gen-induzierten Agrobakterien nach An (1985) durchgeführt.  
 
Zur Transformation der Agrobakterien wurden 45 µL der Agrobakterien-Stocklösung mit 
2 µg des entsprechenden Vektors vermischt, in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und 10 min 
auf Eis gestellt. Es wurde 1 mL SOC-Lösung zugegeben und 1 h  inkubiert (28 °C, 300 rpm). 
Aliquote von 20, 40 und 60 µL wurden auf YEB-Agarplatten (Carb
50
, Kan
25
, Rif
50
) 
ausplattiert und 48 h inkubiert (28 °C).  
Zur Kontrolle der erfolgreichen Transformation wurde eine Kolonie-PCR (Kap. 3.2.4) mit 
vektorspezifischen Oligonukleotiden durchgeführt. Die Identifizierung rekombinanter 
Bakterien erfolgte gelelektrophoretisch. 
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SOC-Medium, pH 7,0  Trypton   20,0   g/L 
    Hefeextrakt   5,0  g/L 
    NaCl    0,5  g/L 
    KCl    0,2  g/L 
 
Nach dem Autoklavieren bei 121 °C wurde dem Medium sterile Glukose-Lösung (20 mM) 
zugesetzt. 
 
3.2.7 Transformation der Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. 
Zur Transformation der Pflanzenzellen wurden zwei Tage vor der Transformation 20 mL 
YEB-Medium (Tab. 2.3) (pH 7,4, Rif
50
, Kan
25
, Carb
75
, 2 mM MgSO4) mit entsprechend 
transformierten Agrobakterien in 100 mL-Erlenmeyerkolben angeimpft und 24 h inkubiert 
(27 °C, 210 rpm) Am folgenden Tag wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 5000 rpm), in 
30 mL Induktionsmedium (pH 7,4, Rif
50
, Kan
25
, Carb
75
, 2 mM MgSO4, 20 µM 
Acetosyringon) aufgenommen und einen weiteren Tag inkubiert (27 °C, 210 rpm). 
Die Transformation erfolgte mit fünf Tage alten Karottenzellen. Vier Petrischalen mit 3 mL 
Zellsuspensionskultur wurden mit  Acetosyringon (200 µM) und den Agrobakterien für drei 
Tage im Dunkeln co-inkubiert. Die Menge an einzusetzenden Bakterien wurde so berechnet, 
dass eine OD600 von 0,05 in den 3 mL der Zellsuspensionskultur vorlag. Nach drei Tagen 
wurden die Zellen mit sterilem I2A-Medium (Tab. 2.7) von den Platten in sterile Falcon-
Reaktionsgefäße gespült. Nach Sedimentation der Zellen wurde der Überstand entfernt, die 
Zellen mit Medium gewaschen und auf zwei 100 mL-Erlenmeyerkolben mit jeweils 25 mL 
I2A-Medium (Kan
100
 Claf
250
) verteilt. Die Inkubation fand im Dunkeln statt (27 °C, 110 rpm). 
Die Subkultivierung erfolgte anfangs alle 7, später alle 10, bzw. 11 Tage.  
 
Induktionsmedium: YEB-Medium, pH 5,6 + 20 µM Acetosyringon 
Selektionsmedium: I2A-Medium + 100 µg/mL Kanamycin + 250 µg/mL Claforan 
 
3.2.8 Isolation von Total-RNS aus pflanzlichen Zellsuspensionskulturen 
Zur Isolation der Total-RNS aus pflanzlichen Zellkulturen wurden 80 mg Zellen in drei 
Parallelen in 2 mL-Eppendorfgefäße eingewogen, in flüssigem Stickstoff gefroren und 
gemörsert. Dem mechanisch aufgeschlossenen Zellmaterial wurde 1 mL TRIzol-Reagenz 
zugegeben und 5 min gevortext. Die Proben ruhten anschließend für 5 min bei RT. Es wurden 
200 µL Chloroform zugegeben, von Hand geschüttelt und zentrifugiert (4 °C, 10 min, 
18 300 g ). Die obere, wäßrige Phase wurde in ein neues 2 mL-Reaktionsgefäß überführt, die 
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untere Phase verworfen. Es wurden zwei Volumen kaltes Ethanol (100%, -20 °C)  zugegeben, 
die Proben 2 min invertiert und 1 h inkubiert (-20 °C). Nach Zentrifugation (4 °C, 10 min, 
14 000 rpm) wurde der Überstand verworfen, das Pellet mit 200 µL Ethanol (70%) 
gewaschen, getrocknet, in DEPC-H2O resuspendiert und bei -20 °C gelagert.   
 
TRIzol-Reagenz:  Guanidinthiocyanat  0,8 M 
    Ammoniumthiocyanat 0,4 M 
    Natriumacetat, pH 5,0 0,1 M 
    Glycerin   5% (w/v) 
    Phenol, equilibriert  38% (v/v) 
 
3.2.8.1  DNAseI-Verdau zur Entfernung der genomischen DNS 
Um genomische DNS vollständig aus den isolierten RNS-Proben zu entfernen, wurde ein 
Verdau mit rDNAseI durchgeführt. Dazu wurden die Parallelen der RNS-Proben vereinigt 
(Totalvolumen 150 µL) und zusammen mit der DNAse, dem dazugehörigen Reaktionspuffer 
und DEPC-Wasser inkubiert (22 °C, 15 min). Die Reaktion wurde durch Zugabe der Stop-
Lösung (Endkonzentration an EDTA = 5 mM) und Inkubation bei 65 °C für 10 min 
abgebrochen. Die Fällung der RNS erfolgte wie in Abschnitt 3.2.8 beschrieben und das Pellet 
wurde in 50 µL Wasser resuspendiert. Zur Kontrolle der vollständigen Entfernung der 
genomischen DNS wurde eine PCR mit spezifischen Primern durchgeführt (Kap. 3.2.3).  
 
3.2.8.2  RT-PCR zum Nachweis der Expression von Cyp3a4 und Cyp2c19 
Die Expression spezifischer Gene kann durch RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) 
nachgewiesen werden. Dabei wird zunächst isolierte RNS durch eine RNS-abhängige DNS-
Polymerase, die Reverse Transkriptase, in cDNS umgeschrieben. Diese wird dann in eine 
PCR eingesetzt, um spezifische Sequenzen zu amplifizieren. 
 
1. Synthese der cDNS (Erststrang) 
Die cDNS-Synthese wurde mit dem ”cDNA Synthesis System Kit” der Firma Roche Applied 
Science durchgeführt. Es wurden 1-2 µg der isolierten RNS mit 4,76 µM des jeweils 
spezifischen Primers (rückwärts) inkubiert (70 °C, 10 min) und nach Ablauf der Zeit sofort 
auf Eis gestellt. Es wurden 8 µL des Reaktionspuffers (1x), 10 mM Dithiothreitol, 50 u AMV 
Reverse Transkriptase, 25 u RNAse-Inhibitor und 1 mM dNTP-Mix zugegeben. Die Proben 
wurden 1 h inkubiert (42 °C) und zum Abbruch der Reaktion auf Eis gestellt. Zur 
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Überprüfung der Erststrang-Synthese wurde das Produkt gelelektrophoretisch untersucht 
(Kap. 3.2.2). 
  
2. RT-PCR (Zweitstrang) 
Produkt der Erststrang-Synthese wurde in einem nachfolgenden Schritt in eine RT-PCR 
eingesetzt. Die Zusammensetzung dieses PCR-Ansatzes ist Tabelle 3.6 zu entnehmen.  
  
 
Komponente Volumen [µL] 
Puffer, 10x 2,0 
dNTPs  [2 mM] 2,0 
Primer, vorwärts [10 µM] 0,3 
Primer, rückwärts [10 µM] 0,3 
MgCl2 [50 mM] 0,6 
Taq-Polymerase , 5U/µL 0,4 
Amplifikationsvorlage 2-4 
DEPC-H2O ad 20,0 
 
 
Das Zeitprogramm entsprach dem in Kapitel 3.2.3 bereits beschriebenen. Das Produkt wurde 
gelelektrophoretisch untersucht und abschließend einer Sequenzierung unterzogen. 
 
3.2.8.3 RNS-Gelelektrophorese 
Der Nachweis der Qualtität der Total-RNS, die Kontrolle des erfolgreichen DNAse-Verdaus 
und die Ergebnisse der RT-PCR wurde gelelektrophoretisch durchgeführt. Dazu wurden 2 µL 
der Total-RNS-Suspension zusammen mit 2 µL eines deanturierenden RNS-Ladepuffers 
aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben. 
 
RNS-Ladepuffer:  Formamid  95% (v/v) 
    SDS   0,025%  (w/v) 
    Bromphenolblau 0,025%  (w/v) 
    Xylencyanol FF 0,025%  (w/v) 
    Ethidiumbromid 0,025%  (w/v) 
    EDTA   0,5 mM  
 
Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Ansatzes der RT-PCR. 
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3.2.9 Sequenzierung 
Zur Kontrolle der richtigen Abfolge der Basenpaare des neu konstruierten 
Transformationsvektors, der isolierten DNS aus den jeweiligen Pflanzenzellen und der 
Produkte der RT-PCR wurden entsprechende Proben zur Sequenzierung zum Fraunhofer-
Institut für Molekularbiologie und Angewandte Ökologie gegeben. Die Proben wurden auf 
einem ABI PRISM
® 
 3730 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, 
USA) vermessen. Als Probe wurden 3 µL des Vektors, bzw. der DNS, 2 µL des jeweiligen  
Primers und 25 µL Wasser vorbereitet. 
 
 
3.3 Biochemische Methoden 
3.3.1 Proteinextraktion aus Pflanzenzellen  
1 g Zellen wurden in 5 mL-Reaktionsgefäße eingewogen, in flüssigem Stickstoff gefroren und 
gemörsert. Dem mechanisch aufgeschlossenen Zellmaterial wurden 3 ml Tris-Puffer 
zugegeben und der Ansatz von Hand geschüttelt (2 min). Es wurde zentrifugiert (RT, 30 min, 
4000 rpm), der Überstand zu je 50 µL aliquotiert und bei -70 °C aufbewahrt. 
 
Tris-Puffer :  Tris-HCl  6,61 g/L 
   Tris-Base  0,97 g/L 
   MgCl2 x  6 H2O 0,407 g/L 
   DTT   0, 145 g/L 
   PMSF   0,174  g/L 
  
3.3.2 SDS-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülgröße erfolgte durch Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) unter Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS). Es wurden 
diskontinuierliche Gele verwendet, die aus einem weitporigen Sammelgel und einem 
engporigen Trenngel bestehen [Laemmli, 1970]. Die Zusammensetzung ist Tabelle 3.7 zu 
entnehmen.  
Der vertikale Gießstand wurde mit 70%igem (v/v) Ethanol gereinigt und abgedichtet. Dazu 
wurde 1 mL der Trenngel-Lösung (Tab. 3.7) mit 50 µL des Radikalbildners APS (10%) 
versetzt und in den Gießstand gefüllt. Nach 10 min war die Abdichtung auspolymerisiert und 
der Gießstand konnte mit der restlichen Trenngel-Lösung (+ 50 µL APS) bis 1 cm unterhalb 
der Oberkante gefüllt werden. Um eine gerade Trennkante zwischen  Trenn- und Sammelgel 
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zu erhalten, wurde die Trenngel-Lösung mit 50% Isopropanol überschichtet. Nach ca. 30 min 
war das Trenngel auspolymerisiert und das Isopropanol wurde durch die Sammelgel-Lösung 
(+ 30 µL APS) ersetzt.  Der Kamm für die Probentaschen wurde in das Sammelgel eingesetzt 
und vor der Beladung des Gels wieder entfernt. Das fertige Gel wurde in eine vertikale 
Laufkammer gespannt, die mit 1x Laufpuffer gefüllt war. Zur Beladung des Gels wurden die 
Proteinproben, die Positivkontrolle und die Negativkontrolle für 5 min bei 37 °C im 
Inkubationsschrank erwärmt und zentrifugiert (2 min, 12 000 rpm). Aufgetragen wurden je 
40 µL der jeweiligen Proteinprobe, 0,5 µL der Positivkontrolle für CYP3A4 und CYP2C19 
(Supersomen) und 6 µL des Proeteingrößenstandards. Freie Taschen links und rechts neben 
den Proben wurden mit 15 µL des Protein-Probenpuffers gefüllt. Das Sammeln der Proteine 
im Gel erfolgte bei 90 V, die Auftrennung bei 150 V. Die Laufzeit betrug ca. 120 min. 
Spätestens beim Eintreten der blauen Front in die Abdichtung wurde die Elektrophorese 
abgebrochen.  
 
 
 
 Sammelgel Trenngel (12%) 
Wasser 2,2 mL 1,8 mL 
Acrylamid-Mix (30%) 0,5 mL 1,3 mL 
Tris-Puffer (pH 6,8), 1M 0,4 mL - 
Tris-Puffer (pH 8,8), 1M - 1,9 mL 
SDS (10%) 30 µL 50 µL 
TEMED 4,5 µL 5 µL 
 
10 x Laufpuffer für Proteingele:   Tris   250 mM 
      Glycin  1,9 M  
      SDS  1% 
 
3.3.3 Western Blot  
Mit Hilfe der Western-Blot- Technik sollten die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf 
eine Nitrocellulosemembran übertragen und dort durch spezifische Antikörper nachgewiesen 
werden. Der Transfer erfolgte als Semi-Dry-Blot (90 mA, 16 min). Die 
Nitrocellulosemembran wurde 5 min vor dem Blotten in Wasser und danach zusammen mit 
zwei Whatman-Papieren (7 x 8 cm) in ein Gemisch auf Laufpuffer (1x) und Wasser (1:2, v/v) 
gelegt. Sollten in einem Durchgang zwei verschiedene Proteine nachgewiesen werden, wurde 
die Membran geteilt, um mit den entsprechenden primären Antikörpern behandelt werden zu 
Tabelle 3.7: Zusammensetzung der Komponenten für ein Gel (10,0 x 10,5 cm) zur SDS-
Gelelektrophorese. 
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können. Vor dem immunochemischen Nachweis der Proteine wurde die Membran mit Wasser 
gewaschen. 
Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran für 2 h in 10 mL Blocking-Lösung 
gelegt und anschließend 3-mal 10 min mit 1 x TTBS gewaschen. Die Membran wurde mit 
5 mL der Blocking-Lösung und 2 µL des ersten Antikörpers über Nacht bei 4°C inkubiert.  
Am folgenden Tag wurde die Membran 3-mal mit TTBS gewaschen und daraufhin mit 5 mL 
der Blocking-Lösung und 2 µL des zweiten Antikörpers schüttelnd inkubiert (RT, 30 min).   
Zum Bestimmung der Protein-Banden wurden 500 µL ECL1-Lösung und 500 µL ECL2-
Lösung unter Rotlicht auf der Membran verteilt. Der Film wurde für 30 - 60 s belichtet, 
entwickelt und abschließend fixiert.  
 
Blocking-Lösung:   5% Albumin Fraktion V in 1 x TTBS 
 
1 x TTBS:    0,05% Tween 20 in 1 x TBS 
 
10 x TBS:    Tris-Base 30 g 
     KCl  2 g 
     NaCl  80 g 
 
ECL-Lösung 1:    Luminol (DMSO), 500 mM  0,125 mL 
      p-Cumarsäure (DMSO), 160 mM  0,125 mL 
     Tris pH 8,5, 1M   2,5 mL 
     ad 25 mL Wasser 
 
ECL-Lösung 2:   Tris,  pH 8,5, 1 M  2,5 mL 
     30% H2O2   0,015 mL 
     ad 25 mL Wasser 
Methoden 
_____________________________________________________________________ 
 
 
46 
3.4 Bestimmung der Wachstumscharakteristika  
Um Pflanzenzellsuspensionskulturen für aussagekräftige Metabolismusstudien einzusetzen, 
ist ein reproduzierbares Wachstum nachzuweisen.  
Die Messung von Frisch- und Trockengewicht (FG, TG) einer Zellkultur stellt eine schnelle 
und zuverlässige Methode zur Überprüfung des Wachstums dar und wird aufgrund ihrer 
einfachen Durchführung häufig zur Wachstumskontrolle von Zellsuspensionskulturen 
eingesetzt. Die Messung der Leitfähigkeit des Nährmediums dient als indirekte Methode zur 
Überprüfung des Wachstumsverlaufs der Zellsuspensionskulturen; ebenso die Messung des 
pH-Wertes.  
Für alle Karottenzellsuspensionskulturen wurden vor ihrem Einsatz in Metabolismusstudien 
Wachstumscharakteristika bestimmt. Dazu wurden bis zwei Tage über die Länge eines 
Wachstumszyklus hinaus die zuvor genannten Parameter für zwei Parallelen bestimmt.  
Zur Bestimmung des Frischgewichtes wurden die Zellen unter Vakuumfiltration vom 
Nährmedium getrennt und gewogen. Das anschließende Trocknen für 2 h bei 104°C diente 
der anschließenden Bestimmung des Trockengewichtes. pH-Wert und Leitfähigkeit im 
Nährmedium wurden mit entsprechenden Elektroden gemessen.  
 
3.5 Analytische Methoden 
3.5.1 Dünnschichtchromatographie (DC) 
Die Dünnschichtchromatographie dient der Auftrennung eines Substanzgemisches durch die 
unterschiedliche Verteilung der Substanzen zwischen einer stationären und einer mobilen 
Phase, welche nicht miteinander mischbar sind. Die zu trennenden Substanzen werden dazu 
punkt- oder bandenförmig auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Je nach ihren Absorptions- 
und Polaritätseigenschaften werden die Substanzen unterschiedlich weit auf der Platte 
transportiert.  
Der Rf- Wert erlaubt eine Aussage über das Laufverhalten der Substanzen und wird nach 
folgender Formel berechnet:  
 
Rf = Laufstrecke der Substanz [cm] / Laufstrecke des Lösungsmittels [cm] 
 
Es ergeben sich Rf- Werte zwischen 0 und 1. Bei einem Rf-Wert von 0 verbleibt die Substanz 
an ihrem Auftragspunkt (Start). Bei einem Rf-Wert von 1 wandert die Substanz mit der Front 
des Lösungsmittels (16 cm). 
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Die DC- Analyse von 
14
C-MXC und seinen Metaboliten wurde auf Kieselgelplatten der 
Schichtdicke 0,25 mm durchgeführt. Die Entwicklung der DC-Platten erfolgte vertikal in  
Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat (2:2:1, v/v/v) + 1% Essigsäure bei RT und 
Kammersättigung. 
Als Referenzverbindungen standen MXC, mono-OH-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC  
jeweils als Stammlösungen in Methanol mit 1 mg/mL zur Verfügung. Diese wurden durch 
Fluoreszenzlöschung bei UV-Bestrahlung (254 nm)  detektiert. Die 
14
C-markierten 
Substanzen wurden am Radio-Dünnschicht-Scanner nachgewiesen und nach manueller 
Integration quantifiziert.  Zur Messung wurden ca. 5000 dpm mit der Auftragsmaschine 
aufgetragen. Die Identifizierung der Substanzen erfolgt anhand der Retentionszeiten und 
deren Vergleich mit den Retentionszeiten von nicht radioaktiven Referenzverbindungen (Co-
Chromatographie). 
  
3.5.2 Präparative Dünnschichtchromatographie 
Es wurde eine präparative DC durchgeführt, um im Rahmen der Enantiomerentrennung die 
synthetisierten Esterverbindungen von nicht umgewandeltem Edukt abzutrennen. Dazu 
wurden ca. 25 mg der Esterverbindung bandenförmig auf eine Kieselgelplatte der 
Schichtdicke 1 mm aufgetragen. Die Platten wurden zuvor 1-mal mit n-Hexan-Diethylether 
(1:2, v/v) gereinigt. Nach der Entwicklung und Detektion der Banden unter UV-Licht 
(254 nm) wurde die jeweilige Kieselgelzone mit einem Skalpell abgekratzt. Das Kieselgel 
wurde 3-mal mit jeweils 30 mL eines n-Hexan-Diethylether-Gemisches (1:2, v/v) 
ausgeschüttelt, die organischen Phasen vereinigt und über Natriumsulfat getrocknet. Der 
Überstand wurde dekantiert und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die 
Ausbeute wurde durch Wägung bestimmt und der Rückstand in 1 mL Methanol 
aufgenommen. Zur Überprüfung der Reinheit wurde eine analytische DC durchgeführt. Das 
weitere Verfahren ist in Kapitel 3.5.1 beschrieben. 
 
3.5.3 Säulenchromatographie (SC) 
Das Prinzip der Säulenchromatographie ist dem der DC gleich. Die stationäre Phase, i.d.R. 
Kieselgel (ca. 100 g/g Probe) im Anfangseluenten gelöst, wird in die Säule gefüllt und 
abwärts chromatografiert. Als mobile Phase werden Lösungsmittel(gemische) 
unterschiedlicher Polarität, vielfach als Gradient von unpolar zu polar, eingesetzt. Die 
Eluenten werden in Fraktionen aufgefangen, die auf die interessierenden Substanzen hin 
analysiert werden können.  
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3.5.4 Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (HPLC)  
Bei der HPLC handelt es sich um eine Art der SC. Die stationäre Phase besteht aus einem 
festen Adsorbens, als mobile Phase (Eluent) wird ein Lösungsmittelgemisch eingesetzt. Da 
das Säulenmaterial i.d.R. sehr feinkörnig ist, werden das Substanzgemisch und die Eluenten 
unter Überdruck über die Säule gepresst, was eine hohe Trennleistung zur Folge hat. Als 
Adsorbentien werden häufig mit C18-Silylalkylketten modifizierte Kieselgele genutzt 
(Umkehrphase: reverse phase). Die Oberfläche ist in diesem Fall stark lipophil. Unpolare 
Substanzen erfahren demnach eine stärkere Retention als polare Substanzen. Die 
Identifizierung der Substanzen erfolgt durch Co-Chromatographie. Weisen die zu 
analysierenden Substanzen charakteristische UV-Spektren auf, so können diese ebenfalls zur 
Charakterisierung beitragen. Im Falle von radioaktiv markierten Verbindungen erfolgte die 
Detektion mit Hilfe eines Radiodetektors.  
 
3.5.5 HPLC von 
14
C-Methoxychlor  
Zur Auftrennung von MXC und seinen Metaboliten wurde die CC 250/4 NUCLEODUR 
Sphinx RP-Säule mit integrierter Vorsäule benutzt. Bei dieser Säule handelt es sich um eine 
Umkehrphase, die auf der Grundlage des hochreinen Kieselgels Nucleodur® entwickelt 
wurde. Die Phase zeichnet sich durch eine außergewöhnlich hohe Selektivität aus, 
hervorgerufen durch das ausgewogene Verhältnis von Octadecylgruppen und kurzkettigen 
Phenylresten. Sie eignet sich damit besonders zur Trennung von Molekülen mit aromatischen 
Systemen [http://www.macherey-nagel.com/tabid/7085/default.aspx, 04.04.2009, 21:47 h].  
Als Laufmittel wurden Acetonitril und Wasser mit jeweils 0,2% Essigsäure in einem 
mehrstufigen Gradienten eingesetzt (Tab. 3.4.2). Wässrige Eluenten wurden vor der 
Verwendung über Cellulose-Acetat-Filter (0,2 µm) filtriert und alle HPLC-Laufmittel zudem 
mittels Ultraschall und unter Vakuum entgast. 
Das Probenvolumen betrug 100 µL, wobei die radioaktiv markierten Proben etwa 4-5 x 
10
5
 dpm enthielten. Dazu wurde ein entsprechendes Volumen der jeweiligen Extrakte von  
NM und ZE mit ca. 500 000 dpm bis zur Trockne eingeengt, in 1 mL HPLC-Methanol 
aufgenommen und über einen Porenfilter filtriert. Die Säulentemperatur betrug 20°C und die 
Flussrate 1 mL/min. 
Aus den Stammlösungen der Referenzverbindungen für die DC wurden die 
Referenzverbindungen für die HPLC hergestellt. Es wurde mit HPLC-Methanol so verdünnt, 
dass in einer gemeinsamen Probe MXC, mono-OH-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC 
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zu jeweils 50 µg/mL vorlagen und an jedem Messtag 100 µl dieser Lösung zur Kontrolle 
analysiert.  
 
 
 
Zeit [min] % B Dauer [min] 
0 35 0 
5 100 5 
35 100 30 
40 35 5 
45 35 5 
 
Die Auswertung der HPLC-Ergebnisse erfolgte durch automatische Integration des Gerätes. 
Als Integrationsparameter wurde als Höhe des kleinsten Signals (Threshold) 2,5 festgelegt, als 
Breite des schmalsten Signals (Width) 1,0 und als Mindestfläche (Minimal area) 500 000. Die 
Signale, die innerhalb der ersten zwei Minuten eines Laufes detektiert wurden, sollten nicht 
integriert werden (Integration off). 
Zum Nachweis der vollständigen Wiederfindung der Radioaktivität einer vermessenen Probe, 
wurde zu Beginn der Arbeit das Eluat dreier Proben eines Zellextraktes aufgefangen, die 
jeweilige Gesamtradioaktivität bestimmt und mit der Radioaktivität der injizierten Proben 
verglichen. 
 
3.5.6 Gaschromatographie (GC)-Massenspektroskopie (MS) 
Auch bei der GC wird ein Substanzgemisch mittels einer mobilen und einer stationären Phase 
aufgetrennt. Im Gegensatz zur DC und HPLC handelt es sich bei der mobilen Phase um ein 
inertes Trägergas, wie z.B. Stickstoff oder Helium. Die stätionäre Phase besteht in den 
meisten Fällen aus einer hoch siedenden Flüssigkeit (z.B. Silikonöl), dass in einer definierten 
Stärke auf einen festen Träger (Kapillarsäule) aufgezogen ist. Der Vorgang findet im 
Säulenofen statt, der in einem bestimmten Temperaturgradienten geschaltet wird. Die zu 
untersuchende Substanz wird in einer leicht siedenden Flüssigkeit über ein Septum injiziert. 
Lösungsmittel und Substanz verdampfen im Injektor und gelangen über den Trägergasstrom 
auf die Trennsäule. Das Lösungsmittel bleibt gasförmig und wird weiter getragen, 
wohingegen die höher siedende Substanz am Anfang der Trennsäule wegen der dort 
vorherrschenden, niedrigeren Temperaturen kondensiert. Mit allmählichem Ansteigen der 
Temperaturen im Ofen verdampfen die Substanzen dann gemäß ihrer Siedepunkte und 
Tabelle 3.8: Zeitprogramm der Gradientenelution für die HPLC-Analyse von 
14
C-MXC. Eluent A: 
Wasser + 0,2% Essigsäure, Eluent B: Acetonitril + 0,2% Essigsäure.  Die Messungen erfolgten bei 
20°C. 
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gelangen unterschiedlich schnell über die Säule. Die Identifizierung der Substanzen erfolgt 
anhand ihrer Retentionszeiten und im Vergleich zu Referenzsubstanzen.  
Wird die GC zusätzlich mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt, so kann eine weitere 
Identifizierung der Substanzen über ihr Molekulargewicht und Fragmentierungsmuster 
erfolgen. Der Auslass der Kapillarsäule der GC wird dabei direkt in die Ionenquelle des MS 
gelenkt, in der sich ein Hochvakuum befindet. Die über die Säule aufgetrennten Substanzen 
werden dort ionisiert, fragmentiert und analysiert.  
Die zu untersuchenden Proben wurden in 1 mL Dichlormethan aufgenommen und „hot 
splitless“ injiziert. Es handelt sich dabei um eine Probeneinführungsmethode, bei der der 
Probeneinlass so heiß temperiert ist, dass eine Schnellverdampfung des Lösungsmittels und 
des Analyten erfolgt und die resultierende Dampfwolke auf die Säule übertragen wird 
[http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/7890A_DE_Online.pdf, 
23.05.2009,   10.39 h], wobei die gesamte Probe auf die Säule gelangte (splitless).  Die 
Messungen erfolgten durch den massenselektiven Detektor im Scan-Modus. Die 
Identifizierung wurde sowohl über die Retentionszeit als auch über die Massenspektren 
vorgenommen.  
 
GC-Bedingungen 
Säule:    Factor Four™: Capillary Column, VF-5ms       CS 
    30 m, 0,25 mm, 0,25 µm      
Injektortemperatur:  250 °C 
Trägergas:    Helium 
Flussrate:   1 mL/min 
Probenvolumen:  1 µL 
Einlassdruck:   10 psi   
 
MS-Bedingungen 
Trägergas:   Helium 
Ionisierunsgsenergie:  70 eV, interface 280 °C 
Scanning-Bereich:  m/z = 50-550 
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Temperaturprogramm 
5 min bei 85 °C 
10 °C /min bis 280 °C 
3 min isotherm bei 280 °C 
 
 
3.5.7 Derivatisierung für die GC-MS-Untersuchung 
Die Identifizierung von Stoffen mit funktionellen Gruppen, wie z.B. OH, NH2 oder COOH 
gestaltet sich mittels GC häufig schwierig. Durch chemische Derivatisierung ist es jedoch in 
vielen Fällen möglich, die kritischen Gruppen zu maskieren und die Absorption der Stoffe an 
die Kapillarsäule zu erleichtern, so dass eine Trennung erreicht werden kann. Als spezielles 
Derivatisierungsreagenz wurde im Fall von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC BSTFA (bis-
N,O-trimethylsilyl-trifluoracetamid) eingesetzt, welches Trimethylsilyl-Gruppen überträgt. 
Die kritischen OH-Gruppen sollten auf diese Art in Trimethylsilyl-Ether umgewandelt 
werden.  
Die isolierte Metabolitenfraktionen von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC wurde in ein GC-
Reaktionsgefäß überführt und das Lösungsmittel im Stickstoffstrom bis zur Trockne 
abgeblasen. Zum Rückstand wurden 100 µL BSTFA gegeben und das Gefäß dicht 
verschlossen. Nach einer Reaktionszeit von 30 min bei 70 °C wurde 1 µL des 
Reaktionsgemisches gaschromatographisch vermessen. 
 
3.5.8 NMR-Spektroskopie 
Zur Aufnahme der NMR-Spektren diente ein Bruker AV 300 oder AV600 Spektrometer (300, 
bzw. 600 MHz für 
1
H, 75 MHz für 
13
C). Alle Proben wurden in deuteriertem Aceton bei 
25 °C vermessen.  
Zur Vorbereitung der Proben wurden ca. 20 mg der Testsubstanz bis zur Trockne eingeengt. 
Diese wurden in 1 mL deuteriertem Lösungsmittel aufgenommen und das Lösungsmittel 
erneut vollständig entfernt. Der Vorgang wurde 2-mal wiederholt, um Reste von nicht 
deuteriertem Lösungsmittel zu entfernen. Die Probe wurde schließlich in 900 µL D6-Aceton 
aufgenommen und in Aceton-gereinigte, trockene NMR-Röhrchen gegeben.  
Tabelle 3.9: Temperaturprogramm der GC/MS-Analyse. 
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Die Messungen wurden durch die freundliche Kooperation mit Herrn Dr. Klankermayer 
(Institut für Technische und Makromolekulare Chemie, RWTH Aachen) ermöglicht und von 
Frau Bachmann-Remy durchgeführt. 
 
3.6 Synthese der Referenzverbindungen 
3.6.1 Aufreinigung des Synthesegemisches von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC 
Zu Beginn der Arbeit lag ein Synthesegemisch von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC vor, 
welches von Melina Gasthaus im Rahmen ihrer Diplomarbeit hergestellt wurde (Gasthaus, 
2006). Dieses sollte mittels SC in seine beiden Substanzen getrennt werden. Dazu wurde das 
Lösungsmittel der verbliebenen Probe vollständig entfernt und der Rückstand in 3 mL des 
Anfangseluenten Hexan-Toluol-Ethylacetat (9:1:0, v/v/v) aufgenommen. Chromatographiert 
wurde an 20 g Kieselgel, gegossen in 100 mL des Anfangseluenten, mit 6 x  200 mL Eluenten 
unterschiedlicher, stets zunehmender Polarität. Die Zusammensetzung der einzelnen Eluenten 
ist in Tab. 3.10 aufgeführt. Es wurden über den Zeitraum der gesamten Chromatographie 
Fraktionen von jeweils 20 mL aufgefangen.  
 
 
 
 Fließmittel Verhältnis 
Eluent  1 
 Eluent  2 
Eluent 3 
Eluent 4 
Eluent 5 
Eluent 6 
Hexan-Toluol-Ethylacetat 9:1:0, v/v/v 
8:2:0, v/v/v 
1:1:0, v/v/v 
0:1:0, v/v/v 
0:9:1, v/v/v 
0:8:2, v/v/v 
 
15 µL jeder zweiten Fraktion wurden dünnschichtchromatographisch analysiert (Kap. 3.5.1). 
Fraktionen mit positiven Signalen/Banden wurden vereinigt und unter vermindertem Druck 
bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 2 mL Methanol aufgenommen, das 
Lösungsmittel erneut entfernt und die Ausbeute bestimmt. Den Rückständen wurde soviel 
Volumen an Methanol zugegeben, dass 1%ige Lösungen entstanden.   
 
Tabelle 3.10: Zusammensetzung der Eluenten für die 
Säulenchromatographie. Volumen pro Eluent: 200 mL. 
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3.6.2 Synthese von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC 
Da nicht ausreichend mono-OH-MXC für alle Versuche zur Verfügung stand, wurde die 
Synthese dieser Substanz in Anlehnung an die Arbeitsvorschrift von Melina Gasthaus 
wiederholt.  
Dazu wurden 1,08 g (3 mmol) MXC in 20 mL trockenem Dichlormethan in einen 
Zweihalskolben gegeben und die Apparatur mit Stickstoff gespült. Über einen Zeitraum von 
30 min wurden 4,2 mL (1,4 Äquivalente zu 1 Mol Dichlormethan) BBr3 bei -78 °C 
zugetropft. Das Eisbad wurde entfernt, die Apparatur auf RT gebracht und 2 h gerührt. Durch 
Zugabe von 20 mL Wasser wurde die Reaktion abgebrochen und das Reaktionsprodukt im 
Scheidetrichter 2-mal mit Dichlormethan ausgeschüttelt. Die organische Phase wurde über 
Natriumsulfat getrocknet, der Überstand dekantiert und das Trockenmittel 2-mal mit 10 mL 
Dichlormethan gewaschen. Die Ausbeute der Synthese wurde bestimmt.  
Das Syntheseprodukt wurde dünnschichtchromatographisch analysiert (Kap. 3.5.1) und als 
Folge dessen säulenchromatographisch in seine beiden Substanzen getrennt (Kap. 3.5.3). 
Desweiteren wurde das Syntheseprodukt NMR-spektroskopisch analysiert (Kap. 3.5.8). 
 
3.6.3 Synthese von tris-OH-MXC 
3.6.3.1.  Synthese von tris-OCH3-MXC 
Zur Synthese von tris-OH-MXC wurde in einem ersten Schritt tris-OCH3-MXC (Abb. 3.1) als 
Ausgangsprodukt hergestellt. Dieses geschah in Anlehnung an eine Vorschrift zur DDT-
Synthese [Organikum, 1972]. Der Reaktionsweg ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Zur 
Optimierung der Ausbeute wurde die Synthese 3-mal durchgeführt, wobei die Mengen der 
einzelnen Edukte und die Reaktionsdauer verändert wurden. Es ist die Durchführung 
beschrieben, die zur höchsten Ausbeute führte. 
0,99 g (6 mM) Chloralhydrat wurden mit 2,2 mL konzentrierter Schwefelsäure im 
Scheidetrichter durch Schütteln umgesetzt und das gesamte Volumen der oberen Phase 
(Chloral) in die Synthesereaktion eingesetzt. 
Zu einem Gemisch von Chloral (6 mM), 1,6 mL Anisol (10 mM), 1,3 mL 1,2-
Dimethoxybenzol (10 mM) und 1,4 mL konzentrierter Schwefelsäure wurde im Verlauf  von 
30 min 1 mL 20%-iges Oleum zugetropft und der Reaktionsansatz 24 h bei RT gerührt. Die 
Reaktion wurde abgebrochen, indem das Reaktionsprodukt auf 10 g Eis gegossen und mit  
5 mL Eiswasser und 5 mL Ethylacetat versetzt wurde. Das Gemisch wurde in einen 
Scheidetrichter überführt, 2-mal mit 50 mL Ethylacetat ausgeschüttelt, die organischen 
Phasen vereinigt und 2-mal mit 30 mL Wasser säurefrei gewaschen. 
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Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet, der Überstand dekantiert, das 
verbleibende Natriumsulfat 2-mal mit 5 mL Ethylacetat gewaschen und die organische Phase 
unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 10 mL 
Dichlormethan aufgenommen und mittels einer Säulenchromatographie aufgereinigt (Kap. 
3.5.3).  
Das Lösungsmittel der Probe wurde dazu vollständig entfernt, der Rückstand in 5 mL Aceton 
aufgenommen und durch Rotation an 5 g Kieselgel adsorbiert. Weiterhin wurden eine DC-
Analyse (Kap. 3.5.1) und eine NMR-spektroskopische Messung (Kap. 3.5.8) durchgeführt. 
 
3.6.3.2  Synthese von tris-OH-MXC 
Aus dem zuvor synthetisierten tris-OCH3-MXC sollte im nächsten Schritt tris-OH-MXC in 
Anlehnung an die Synthesevorschrift für mono-OH-MXC und bis-OH-MXC durchgeführt 
werden [Hu und Kupfer, 2002a]. Der Reaktionsmechanismus dazu ist in Abb. 3.2 dargestellt:  
 
 
 
 
 
 
 
 
Es wurde das gesamte Syntheseprodukt von tris-OCH3-MXC (0,91 M) in 5 mL wasserfreiem 
Dichlormethan vorgelegt. Die Apparatur wurde mit Stickstoff gespült und verschlossen. 
1,6 mL BBr3 (1,8 Äquivalente) wurden bei 0 °C zugetropft, das Kältebad entfernt und der 
Reaktionsansatz gerührt (RT, 5 h). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser 
abgebrochen. Der Extrakt wurde im Scheidetrichter 2-mal mit Dichlormethan ausgeschüttelt, 
Abbildung 3.1: Synthese von tris-OCH3-MXC. 
Anisol Chloral 1,2-Dimethoxybenzol tris-OCH3-MXC 
Abbildung 3.2: Synthese von tris-OH-MXC. 
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die organischen Phasen vereinigt und mit Wasser säurefrei gewaschen. Die organische Phase 
wurde über Natriumsulfat getrocknet, der Überstand dekantiert, unter vermindertem Druck bis 
zur Trockne eingeengt und der Rückstand in Dichlormethan aufgenommen, so dass eine 
1%ige Lösung vorlag. Die weitere Aufarbeitung und Analytik des Syntheseproduktes erfolgte 
wie in Kap. 3.6.3.1 beschrieben.  
 
3.7 Metabolismusstudien mit  
14
C-Methoxychlor 
3.7.1 Sterilitätskontrolle 
Am Tag der Aufarbeitung einer Versuchsreihe wurden Sterilitätskontrollen durchgeführt, um 
eine Kontamination der Zellkulturen mit Bakterien oder Pilzen auszuschließen. Dazu wurden 
mit einer sterilen Impföse Proben aus jedem Kolben entnommen und auf Platten mit 
Standard-I-Agar (für Bakterien, Tab. 2.11.5) und Czapek-Dox-Agar (Pilze und Hefen, Tab. 
2.11.4) ausgestrichen. Die Platten wurden bei RT (Czapek-Dox) und bei 27 °C (Standard-I-
Agar) 3-4 Tage inkubiert und dabei regelmäßig auf Kolonie- bzw. Mycelwachstum 
untersucht.   
 
3.7.2 Applikation der Testsubstanz 
Die Applikation der Testsubstanz zu den Zellkulturen erfolgte 48 h vor Ende des 
Wachstumszyklusses oder, je nach gewünschter Inkubationszeit, entsprechend zuvor. Es  
wurden 20-25 µg der Testsubstanz (je nach Stammlösung) entsprechend 1,5 x 10
6 
dpm in 
20 µL Methanol appliziert. Vor Beginn, nach jedem zweiten und nach dem letzten Ansatz 
wurden jeweils 5 µL der Stammlösung vermessen und aus dem Mittelwert dieser Messungen 
der 100%-Wert der Applikation berechnet. Die Applikation erfolgte unter sterilen 
Bedingungen.   
 
3.7.3 Aufarbeitung der Nährmedien (NM) 
Nach 48 h wurden die Zellkulturen für den weiteren Versuchsablauf der Metabolismusstudie 
aufbereitet. In einem ersten Schritt wurden die Zellen vom NM getrennt. Auf diese Weise 
konnte festgestellt werden, wie viel der ursprünglich applizierten Radioaktivität im NM 
vorlag war. Der Inhalt eines Kolbens wurde dazu unter Vakuum über einen Rundfilter 
mithilfe einer Schlitzfilternutsche für 10 min abgesaugt. Sämtliches Zellmaterial verblieb auf 
dem Filter, das Medium hingegen sammelte sich im Messzylinder. Um die Radioaktivität 
möglichst quantitativ zu erfassen, wurden der Kolben und alle Hilfsgeräte sorgfältig mit 
Wasser nachgespült. Das abgetrennte NM inklusive der Spülflüssigkeit lag unter 50 mL. Der 
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Filter mit den Zellen wurde zur Bestimmung des Frischgewichtes gewogen. Zur Bestimmung 
der Radioaktivität im NM wurden zwei Proben à 0,5 mL am Szintillationszähler vermessen. 
Das NM wurde zur Vermeidung von Kontaminationen mit ca. 2 mL Methanol versetzt und im 
Kühlschrank gelagert. Die abgetrennten Zellen wurden zur Aufarbeitung des Zellextraktes 
quantitativ mit Bligh-Dyer I vom Filter in eine verschließbare Schottflasche überführt und 
mindestens über Nacht im Gefrierschrank gelagert. Dieses bewirkte bereits einen leichten 
Aufschluss der Zellen, der für den nachfolgenden Schritt von Bedeutung war.  
 
Bligh-Dyer I   Chloroform-Methanol, 1:2 (v/v) 
 
3.7.4 Herstellung der Zellextrakte (ZE) 
Zur Herstellung der ZE erfolgte durch Aufschluss der Zellen, wobei der Zellinhalt freigesetzt 
wurde. Es sollte so der Anteil an Radioaktivität bestimmt werden, der in löslicher Form in den 
Zellen mit Ende der Inkubation vorlag. Die gefrorenen Zellen wurden dazu für 10 min mit 
einem Ultraschalldesintegrator behandelt. Der erhaltene Extrakt wurde, wie schon für das NM 
beschrieben, unter Vakuum über eine Schlitzfilternutsche mit Rundfilter abgesaugt, wobei das 
Absaugvolumen 50 mL nicht überschritt. Die Zellen wurden mit Bligh-Dyer II 
nachgewaschen. Um die Radioaktivität im ZE zu ermitteln, wurden vom Absaugvolumen 
ebenfalls zwei Proben à 0,5 mL pro Ansatz vermessen. Der Filter mit den Zelltrümmern 
wurde an der Luft getrocknet und in einer geschlossenen Petrischale bis zur Bestimmung der 
nicht-extrahierbaren Rückstände aufbewahrt. Die Zellextrakte wurden bis zur weiteren 
Aufarbeitung im Gefrierschrank gelagert.  
 
Bligh-Dyer II   Chloroform-Methanol-H2O  1:2:0,8 (v/v/v) 
 
3.7.5 Bestimmung der nicht-extrahierbaren Rückstände (NER)  
Bei den nicht extrahierbaren Rückständen handelt es sich um den Anteil der ursprünglich 
applizierten Radioaktivität, die nach erschöpfender Extraktion (organische Lösungsmittel, 
Wasser, Puffer) am unlöslichen Pflanzenmaterial, also überwiegend an den Polymeren der 
Zellwand (Lignin, Cellulose, Hemicellulose, Pektin) – teilweise kovalent gebunden – 
verbleibt.  Gebundene Rückstände können auch durch starke Adsorption an und durch 
Einschluss in die dreidimensionale Polymer-Matrix entstehen.  
Zur Bestimmung der NER wurden die Rundfilter mit den Zelltrümmern der einzelnen 
Ansätze in vier ungefähr gleichgroße Teile geschnitten. Diese wurden gefaltet und in 20 mL 
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Szintillations-Gefäße gegeben. Zelltrümmer, die vom Filter gefallen waren, wurden in ein 
Verbrennungshütchen gegeben und zusätzlich zu den vier Filterstücken mittels 
Verbrennungsanalyse untersucht. Die Verbrennunganalyse geschah in reinem Sauerstoff im 
Verbrennungsautomaten. Der Sauerstoff- und Stickstoffstrom betrug dabei 350 mL/min. Die 
Verbrennungstemperatur lag bei 900 °C, die Katalysatortemperatur bei 680 °C. Alle Proben 
wurden 2 min verbrannt.  
Zur Reinigung und Eichung des Gerätes wurden vor jeder Messreihe 3 Blindverbrennungen 
(BV), 3 Leerverbrennungen (LV), 3 Standards (ST) und 3 Standardverbrennungen (STV) 
durchgeführt: 
BV: Ein leeres Szintillations-Gefäß wurde an das Gerät gehängt und der 
Verbrennungsvorgang eingeleitet. Eine Probe wurde dabei nicht in den Ofen geschoben. 
Durch diesen Vorgang werden die Leitungen gespült und Rückstände früherer Verbrennungen 
entfernt.  
LV: Ein Stück Zellstofftuch (3 x 3 cm) wurde im Ofen verbrannt. Die gemessene 
Radioaktivität lag bei allen Verbrennungsanalysen nicht höher als die der Blindwerte.  
ST: 10 µL der Standardlösung für den Oxidizer wurden in ein 20 mL Szintillations-Gefäß 
pipettiert und der Verbrennungsvorgang eingeleitet. Die gemessene Radioaktivität betrug bei 
der verwendeten Standard-Lösung ca. 9000 dpm.  
 STV: Ein Verbrennungshütchen wurde mit einer Spatelspitze Cellulose und 10 µL der 
Standardlösung für den Oxidizer befüllt. Das Hütchen wurde im Ofen verbrannt. Die Werte 
der Radioaktivität stimmten ungefähr mit denen der Standards überein und lagen in der Regel 
leicht unter diesen.  
 
Nach folgender Formel ergab sich aus den Eichwerten der Korrekturfaktor für die jeweilige 
Messreihe: 
 
F = (ST - LV) / (STV - LV) 
 
Der Korrekturfaktor lag bei allen zwischen 1,0 und 1,1. 
Die Parallelen eines Ansatzes wurden addiert und die Summe mit dem Korrekturfaktor 
multipliziert. Der sich ergebende Wert entsprach der absoluten Menge an Radioaktivität, die 
als gebundene Rückstände detektiert wurden. Der Vergleich mit der Applikationsmenge (= 
100 %) ergab den entsprechenden Anteil an NER in %. 
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3.7.6 Hydrolytische Spaltung von Konjugaten  
Da nach den Ergebnissen von Vorversuchen und auf Grund ihrer chemischen Struktur davon 
auszugehen war, dass ein Teil der aus der Testsubstanz gebildeten Metaboliten in konjugierter 
Form, an z. B. Glukose, vorlag, wurde zur Spaltung möglicher Zucker-Konjugate eine 
chemische Hydrolyse/Spaltung durchgeführt. Zum Nachweis der vollständigen 
Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität einer hydrolysierten Probe, wurde zu Beginn 
der Arbeit das Hydrolysat dreier Proben eines Zellextraktes vor der Extraktion vermessen, die 
jeweilige Gesamtradioaktivität bestimmt und mit der bestimmten Radioaktivität der Proben 
vor der Hydrolyse verglichen. 
Ein Volumen der Probe, das ca. 500 000 dpm entsprach, wurde mit Methanol auf 15 mL 
aufgefüllt und zusammen mit 15 mL Salzsäure (2 M) 2 h unter Rückfluss erhitzt. Nach 
Abbruch der Reaktion wurde der Methanolanteil des Hydrolysegemisches am 
Rotationsverdampfer entfernt, der verbleibende Ansatz 3-mal mit 50 mL Ethylacetat 
ausgeschüttelt und sowohl 50 µL von der organischen als auch 50 µL von der wässrigen 
Phase am Szintillationszähler vermessen. Bei erfolgreicher Extraktion wurde die organische 
Phase unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt, in 1 mL Methanol (HPLC grade) 
aufgenommen und mittels DC und HPLC analysiert.   
 
3.8 Trennung der (R/S)-Enantiomere von mono-OH-MXC und tris-OH-
MXC 
3.8.1 Chirale HPLC  
Zur Trennung der Enantiomere von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC stand am Institut für 
Umweltforschung bereits eine NUCLEODEX γ-PM-Säule (Macherey & Nagel) zur 
Verfügung. Es handelt sich dabei um eine Cyclodextrin-modifizierte Kieselgelsäule speziell 
für die HPLC-Enantiomerentrennung. Das Basismaterial ist dabei handelsübliches 
NUCLEOSIL
®
 Kieselgel, die Partikelgröße beträgt 5 μm,  die Porenweite 100 Å; mit dem 
Kieselgel verknüpfte modifizierte Cyclodextrine dienen schließlich als chirale Selektoren 
[http://www.macherey-nagel.com/tabid/6148/default.aspx., 04.04.2009, 22:04 h].  
Nachdem in Vorversuchen lediglich eine Antrennung der Enantiomere erreicht werden 
konnte, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Optimierung der Trennleistung durch Variation 
von Eluenten und deren Verhältnissen während eines Laufes erreicht werden. Dazu wurden 
Wasser (mit und ohne Zugabe von 0,2% Essigsäure) und Kaliumphosphatpuffer (pH 3) als 
polare Eluenten und Methanol und Acetonitril ebenfalls mit und ohne Zugabe von 0,2% 
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Essigsäure als unpolare Eluenten getestet. Es wurde dabei sowohl isokratisch als auch mit 
verschiedenen Gradienten eluiert.  
 
3.8.2 Chirale DC  
Eine weitere Möglichkeit zur chromatographischen Trennung von Enantiomeren bietet die 
DC mit entsprechenden Modifizierungen der stationären Phase. Es wurde versucht, die 
Enantiomere von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC über die CHIRALPLATE™ (Macherey 
und Nagel, Düren) zu trennen. Es handelt sich dabei um eine Kieselgelplatte (RP 18 TLC) mit 
einer enantioselektiven Trennschicht. Diese wird herbeigeführt, indem die Platten mit 
0,25%iger Kupfer(II)-Acetat-Lösung (Methanol-Wasser, 1:9, v/v) behandelt und anschließend 
für 1 min in 0,8%ige methanolische Lösung des chiralen Selektors eingetaucht werden.  
Um eine optimale Trennleistung zu erreichen, wurden die Platten unmittelbar vor dem 
Gebrauch für 15 min bei 100 °C im Trockenschrank aktiviert. Aufgetragen wurden 2 µl einer 
1%igen Lösung der Testsubstanz.  
Die Auswahl der Fließmittel erfolgte in Anlehnung an die Originalveröffentlichung von 
Günther (1988). Getestet wurden (A) Methanol-Wasser-Acetonitril (50:50:200, v/v/v), (B) 
Methanol-Wasser-Acetonitril (50:50:30, v/v/v), (C) Aceton-Methanol-Wasser (10:10:2, 
v/v/v), (D) Methanol-Wasser (10:80, v/v) und (E) Dichlormethan-Methanol (45:5, v/v). Die 
Entwicklung erfolgte vertikal, bei RT und Kammersättigung. Es wurden die Kapitel 3.5.5 
genannten Referenzverbindungen zur Co-Chromatographie eingesetzt und durch 
Fluoreszenzlöschung bei UV-Bestrahlung (254 nm) detektiert.  
 
3.8.3 Umwandlung in Diastereomere 
3.8.3.1  Veresterung von 1-Naphthol mit Menthoxyacetylchlorid (Vorversuch) 
In Anlehnung an eine allgemeine Vorschrift zur Bildung von Estern der 4,5–
Dichlorisothiazol-3-Carboxylsäure [Dikusar et al., 2003] wurden 144,2 mg (1 mmol) 1-
Naphthol in 5 mL absolutem Diethylether gelöst und zusammen mit 225,3 µl (1 mmol) (-)-
Menthoxyacetylchlorid in einen 100 mL-Rundkolben gegeben. Unter Rühren wurde dem 
Reaktionsansatz 80,5 µl (1 mmol) wasserfreies Pyridin zugegeben und gerührt (RT, ca. 24 h).  
Das Reaktionsprodukt wurde mit Diethylether auf 30 mL aufgefüllt und über einen 
Faltenfilter in einen Scheidetrichter überführt. Anschließend wurde 2-mal mit je 30 mL 
Wasser und 1-mal mit 30 mL einer 5%-igen Natriumhydrogenlösung ausgeschüttelt. Die 
Diethyletherphase wurde über Natriumsulfat getrocknet (2 h), der Überstand dekantiert und 
bis zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 1 mL Methanol aufgenommen. Zur 
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chromatographischen Analyse wurden 5 µL der Probe und 2 µL der Referenzverbindung 1-
Naphthol (10 mg/mL) auf eine DC-Platte aufgetragen und in n-Hexan-Diethylether (75:25, 
v/v) entwickelt. Ein weiterer Mikroliter der Probe wurde 1000-fach verdünnt und mittels GC-
MS (Kap. 3.5.6)  vermessen. 
 
3.8.3.2  Spaltung des Esters (Vorversuch) 
Die Lösung des zuvor hersgestellten Esters wurde bis zur Trockne eingeengt und der 
Rückstand gewogen. Es wurden 3 mL Tetrahydrofuran zugegeben und zwei Äquivalente 
Lithiumhydroxid in 1 M wässriger Lösung beigefügt. Der Ansatz wurde gerührt (RT, 5 h). 
Zur Kontrolle der vollständigen Spaltung wurden 10 µL des Reaktionsansatzes zusammen mit 
der Referenzlösung von 1-Naphthol dünnschichtchromatographisch analysiert. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit 20 mL Wasser und 20 mL Diethylether in einen Scheidetrichter 
überführt und ausgeschüttelt. Da sich keine Phasengrenze einstellte, wurde das 
Tetrahydrofuran am Rotationsverdampfer entfernt und erneut mit Diethylether ausgeschüttelt. 
Die organische Phase wurde verworfen und die wässrige Phase mit Salzsäure (2 M) 
angesäuert (pH 2). Anschließend wurde die letztgenannte Phase 3-mal mit je 30 mL 
Ethylacetat ausgeschüttelt, die organischen Phasen vereinigt und über Natriumsulfat 
getrocknet. Der Überstand wurde dekantiert und das Trockenmittel 2-mal mit 5 mL 
Ethylacetat gewaschen. Das Reaktionsprodukt wurde unter vermindertem Druck bis zur 
Trockne eingeengt, die Ausbeute durch Wägung bestimmt und der Rückstand in soviel 
Volumen an Methanol aufgenommen, dass eine 1%ige Lösung entstand. Es wurde eine DC- 
und GC-MS-Analyse durchgeführt.  
 
3.8.4 Umwandlung von mono-OH-MXC zum mono-OH-MXC-Ester 
Zur analogen Veresterung von mono-OH-MXC wurde ein Volumen, dem 25,7 mg 
entsprachen, unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt, 2-mal in 1 mL Diethylether 
aufgenommen, zur Trockne eingeengt und abschließend in 1 mL trockenem Diethylether 
gelöst. Der Probe wurden dann unter Rühren 22,5 µl (0,1 mmol) (-)-Menthoxyacetylchlorid 
und 8 µl (0,1 mmol) Pyridin zugegeben und der Ansatz 24 h gerührt. Zur Kontrolle der 
vollständigen Umwandlung des Eduktes wurde eine DC-Analyse wie unter Kapitel 3.5.1 
beschrieben durchgeführt. Es wurden 0,05 mmol (-)-Menthoxyacetlychlorid und 0,05 mmol 
Pyridin nachdosiert und weitere 6 h gerührt. Zum Abbruch der Reaktion wurden dem Ansatz 
10 mL Diethylether zugegeben und dieser mit 10 mL Wasser in einen Scheidetrichter 
überführt. Es wurde 2-mal mit 10 mL Wasser und 1-mal mit Natriumhydrogencarbonatlösung 
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(5%) gewaschen und die organische Phase über Natriumsulfat getrocknet. Der Überstand 
wurde dekantiert und unter vermindertem Druck bis zur Trockne eingeengt. Die Menge des 
Rückstandes wurde durch Wägung bestimmt und dieser in 1 mL HPLC-Methanol gelöst. 5 µl 
dieser Lösung wurden  dünnschichtchromatographisch wie unter Kapitel 3.5.1 beschrieben, 
aber mit den Fließmittelgemischen Hexan-Toluol (8:2, v/v) und Hexan-Diethylether (1:2 und 
75:25, v/v) analysiert. Im Anschluss daran wurde das gesamte Produkt mittels präparativer 
DC aufgereinigt (Kap. 3.5.2) und abschließend GC/MS- (Kap. 3.5.6) und NMR-
Untersuchungen (Kap. 3.5.8) durchgeführt. 
Die Umwandlung von tris-OH-MXC zum tris-OH-MXC-Ester wurde nicht untersucht. 
 
3.8.5 Chirale HPLC (CHIRALPAK
®
AD CHIRALCEL
®
OD-H) 
Durch die freundliche Kooperation mit Frau Dr. Vermeeren (Institut für Organische Chemie, 
RWTH Aachen) konnte die Auftrennung von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC an zwei 
weiteren chiralen Säulen getestet werden. Es handelte sich dabei um eine CHIRALPAK
®
AD 
und eine CHIRALCEL
®
OD-H der Firma Daicel Chemical Industries, Ltd. Bei der stationären 
Phase der CHIRALPAK
®
AD handelt es sich um Kieselgel der Korngröße 10 µm, das mit 
Amylosecarbamaten modifiziert wurde. Die stationäre Phase ist somit polarer als die mobile 
Phase, was als Normalphase bezeichnet wird [IUPAC, 1997]. Als Eluenten für die 
CHIRALPAK
®
AD wurden n-Heptan–Isopropanol (90:10, v/v) bei einer Flussrate von 0,75 
mL/min gewählt und es wurde isokratisch eluiert. Die stationäre Phase der 
CHIRALCEL
®
OD-H ist Kieselgel der Korngröße 10 µm, welches mit Cellulosecarbamaten 
modifiziert wurde. Es handelt sich ebenfalls um eine Normalphase. Als Eluenten wurden in 
diesem Fall n-Hexan-Isopropanol (80:20, v/v) bei einer Flussrate von 1 mL/min verwendet. 
Die Messungen erfolgten bei einem Druck von 34 bar und bei 24 °C. Die Detektion erfolgte 
bei 230 und 254 nm.  
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3.8.6 Präparative chirale HPLC 
Zu präparativen Zwecken wurden ca. 90 mg des Syntheseproduktes von mono-OH-MXC und 
ca. 30 mg des Syntheseproduktes von  tris-OH-MXC auf eine CHIRALPAK
®
AD mit einem 
Innendurchmesser von 50 mm aufgegeben. Die Trennung erfolgte isokratisch bei einer 
Zusammensetzung der Eluenten n-Hexan–Isopropanol von 85:15 (v/v). Die Messungen 
erfolgten bei einem Druck von 2 bar und 24 °C. Die Detektion erfolgte bei 254 nm.    
Die aufgetrennten Substanzen wurden unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt, der 
Rückstand zur restlosen Entfernung des HPLC-Eluenten 2-mal in 1 mL Methanol rückgelöst 
und das Lösungsmittel erneut vollständig entfernt. Die Ausbeute der Trennung wurde durch 
Wägung bestimmt und die Rückstände in jeweils 2 mL Methanol aufgenommen. Es wurde 
eine DC-Analyse wie unter Kap.3.5.1 beschrieben und weitere HPLC-Analysen wie unter 
Kap. 3.5.4 durchgeführt.  
 
3.8.7 Bestimmung der optischen Drehung von mono-OH- und tris-OH-MXC 
Die Polarimetrie ist eine Messmethode, die auf der optischen Aktivität von Molekülen beruht. 
Eine Verbindung wird als optisch aktiv bezeichnet, wenn sie in der Lage ist, die 
Schwingungsebene linear polarisierten Lichts zu drehen. Die Größe der optischen Drehung ist 
proportional zur Konzentration, so dass eine Bestimmung des Gehaltes der Probe erfolgen 
kann. Dazu dient folgende Gleichung:  
 
C = αgemessen/ [α] D20 * I  
 
C: Konzentration der Probe in g/mL 
α: gemessener Winkel in Grad 
I: Schichtdicke in dm 
[α] D20: spezifische Drehung einer Flüssigkeit bei der Wellenlänge der Na-D-Linie (λ = 
589,3 nm) bei 20 °C.  
 
Zur Bestimmung der optischen Drehung der aufgetrennten Syntheseprodukte von mono-OH-
und tris-OH-MXC wurde ein Polarimeter 241 der Firma Perkin Elmer eingesetzt. Die 
Messung erfolgte bei 589 nm und 26 °C. Die Schichtdicke der Messküvette betrug 1 dm. Es 
wurden 20 mg der jeweiligen Probe in 2 mL Methanol vermessen.   
Die Messungen wurden durch die freundliche Kooperation mit Herrn Dr. Bettray (Institut für 
Organische Chemie, RWTH Aachen) ermöglicht und von Frau Gilliam durchgeführt  
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3.9 YES-Test (Yeast Estrogen Screen) 
Die östrogene Aktivität von MXC, mono-OH-MXC, tris-OH-MXC und den R/S-
Enantiomeren der beiden genannten Metaboliten sollte in einem Biotest überprüft werden. Es 
wurde der YES-Test in Anlehnung an die Originalvorschrift von Sumpter und Routledge 
(1996) mit einigen Modifikationen [Rastall et al., 2004] durchgeführt.  
Hefezellen besitzen natürlicherweise keinen Östrogenrezeptor. Aus diesem Grund wurden 
solche der Art Saccharomyces cerevisiae mit der DNS-Sequenz des humanen 
Östrogenrezeptors (hER) transformiert. Zusätzlich enthielten diese Zellen ein 
Expressionsplasmid, welches das Reportergen lacZ trägt. Lac Z codiert für das Enzym ß-
Galaktosidase. Wird dieses ins Testmedium freigesetzt, so bewirkt es einen Farbumschlag des 
für den Test notwendigen Farbindikators CPRG von gelb nach rot. Durch Messung der 
Absorption kann auf die Stärke der östrogenen Wirksamkeit der untersuchten Substanzen 
geschlossen werden.  
 
Langzeit - Kultivierung der Hefezellen (-70 °C) 
Die Hefezellen (YES/YAS) wurden als Stocklösung bei -70 °C in 100% Glycerol gelagert.  
 
Kurzzeit – Kultivierung der Hefezellen (-20 °C) 
Zur Kurzzeit-Kultivierung der Hefezellen wurde mit einer Impföse ein Aliquot der 
Stocklösung auf Minimalagarplatten ausgestrichen und 2-3 Tage bei 30 °C inkubiert. Es 
wurden Stecknadelkopf-große Kolonien ausgewählt und diese für ca. 24 h in 50 mL- 
Erlenmeyerkolben mit 25 mL Wachstumsmedium (Tab. 3.11) bis zu einer optischen Dichte 
von ca. 1,0 inkubiert (30 °C, 210 rpm). Am folgenden Tag wurden die Kulturen in 50 mL-
Falcon-Reaktionsgefäße überführt und 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet in frisches Minimalmedium mit 15% Glycerol aufgenommen. 
Es wurden aliquote Teile von 500 µL bei -20 °C gelagert. 
 
Minimalmedium 
Zur Herstellung des Minimalmediums wurden 13,61 g KH2PO4, 1,98 g (NH4)2SO4, 4,2 g 
KOH Pellets, 0,2 g MgSO4, 1 mL Fe2(SO4)3-Lösung (800 mg/L), 50 mg L-Leucin, 50 mg L-
Histidin, 50 mg Adenin, 20 mg L-Arginin-HCl, 20 mg L-Methionin, 30 mg L-Tyrosin, 30 mg 
L-Isoleucin und 30 mg L-Serin gelöst, mit Wasser auf 1 L aufgefüllt und bei 121°C für 15 
min autoklaviert.  
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D-(+)-Glukose 
Es wurde eine 20%ige Glukose-Lösung hergestellt und diese für 10 min bei 121 °C 
autoklaviert. Die Lösung wurde bei RT aufbewahrt. 
 
L-Aspartatsäure 
Es wurde eine Stock-Lösung von 4 mg/mL hergestellt und diese für 10 min bei 121 °C 
autoklaviert. Die Lösung wurde bei RT aufbewahrt. 
 
Vitamin-Lösung 
8 mg Thiamin, 8 mg Pyridoxin, 8 mg Pantothensäure, 40 mg Inositol und 20 mL Biotin-
Lösung (2 mg/100 mL) wurden gelöst, mit Wasser auf 200 mL aufgefüllt und sterilfiltriert  
(0,2 µm). Die Lösung wurde bei 4 °C aufbewahrt. 
 
L-Threonin  
Es wurde eine Stock-Lösung von 24 mg/mL hergestellt und diese 10 min bei 121 °C 
autoklaviert. Die Lösung wurde bei 4 °C aufbewahrt.  
 
Kupfer -(II)-Sulfat 
Es wurde eine 20 mM Lösung hergestellt, sterilfiltriert (0,2 µm) und bei RT aufbewahrt.  
 
Chlorphenol- Rot-ß-D-Galactopyranosid (CPRG) 
Es wurde eine Stock-Lösung von 10 mg/mL hergestellt und diese sterilfiltriert. Die Lösung 
wurde bei 4 °C aufbewahrt. 
 
 
 Wachstumsmedium [mL] Testmedium [mL] 
Minimalmedium 22,5 45,0 
Glukose 2,5 5,0 
L-Aspartatsäure 0,625 1,25 
Vitamin-Lösung 0,250 0,5 
Threonin 0,20 0,4 
Kupfer-(II)-Sulfat 0,0625 0,125 
Hefe-Stocklösung 4 x 10
7
 Zellen 0,5 (-20 °C-Stocklösung) 
CPRG - 0,5 
 
Tabelle 3.11: Zusammensetzung des Wachstums- und Testmediums für den YES-Test. 
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Durchführung des Tests 
Zur Durchführung eines YES-Tests wurde eine Übernachtkultur der Hefen angelegt, indem 
die in Tab. 3.11 aufgeführten Bestandteile zusammen in einen 50 mL-Erlenmeyerkolben 
gegeben wurden und dieser bei 30 °C und 210 rpm geschüttelt wurde. Um Kontaminationen 
des Mediums vor Versuchsbeginn ausschließen zu können, wurde immer ein 
Erlenmeyerkolben mit reinem Medium zusätzlich inkubiert. Die Kontrolle und auch die 
Bestimmung der Zellzahl erfolgten mikroskopisch. Durch Auszählen in der Thoma-Kammer 
konnte das Volumen an Hefesuspensionskultur ermittelt werden, welches 4 x 10
7  
Zellen 
entsprach.  
Alle Gefäße, in denen Testsubstanzen angesetzt wurden, wurden zuvor mit Ethanol (99%) 
gespült. MXC und seine Metaboliten  mono-OH-, bis-OH- und tris-OH-MXC wurden in 
Ethanol gelöst und in verschiedenen Konzentrationen als Duplikate auf drei 96-Well-Platten 
getestet. Dazu wurden je 100 µL der Testsubstanz auf die Testplatte aufgebracht und mit einer 
Multikanalpipette fortlaufend verdünnt. Jede Testplatte enthielt weiterhin einen Ansatz mit ß-
Östradiol (E2, 4 x 10
-8 
M) als Positivkontrolle und einen Ansatz mit reinem Testmedium als 
Negativkontrolle (Trübung durch Hefewachstum). Nachdem das Lösungsmittel der 
aufgetragenen Substanzen verdampft war, wurden 200 µL des Testmediums in jedes Well 
pipettiert und die Testplatten bei 30 °C für drei Tage inkubiert. Alle Arbeiten wurden unter 
sterilen Bedingungen durchgeführt.  
 
Auswertung des Tests 
Zur Auswertung des Tests wurde nach drei Tagen die Absorption der Proben bei 540 nm und 
620 nm in einem Mikrotiterplatten-Messgerät bestimmt. 
Die Messwerte wurden wegen der Trübung durch das Hefewachstum in den Platten mit 
folgender Formel korrigiert:  
 
Absorption (540 nm) – [Absorption (620 nm) – Absorption der Negativkontrolle (620 nm)] 
 
Die korrigierten Absorptionswerte wurden gegen die Messwerte der Testsubstanz geplottet. 
Das Ergebnis wurde als positiv angesehen, wenn ein konzentrationsabhängiger Anstieg der ß-
Galaktosidase-Produktion nachweisbar war und wenn mindestens zwei Absorptionswerte der 
Dosis-Wirkungs-Kurve größer als die Nachweisgrenze (Absorption der Negativkontrolle + 3-
mal die Standardabweichung) waren. Der EC50–Wert wurde durch die Probitanalyse ermittelt. 
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Der Wert gibt diejenige Effektkonzentration an, bei der 50% der Wirkung erreicht ist [Fent, 
2007]. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Etablierung von pflanzlichen Zellkulturen 
4.1.1 Etablierung einer Kalluskultur von Daucus carota L.   
Die Kultivierung frisch isolierter Gewebeexplantate der Karottenwurzeln war erfolgreich. An 
den durch die Schnitte geschaffenen Oberflächen aller Explantate war 12 Tage nach Beginn 
der Induktion neu gebildetes Zellmaterial sichtbar, welches durchscheinend und von weiß-
gelber Farbe war.  
Nach dem Anlegen der Explantate bedarf es einer gewissen Zeit, bevor die - eigentlich der 
Wundheilung dienende - Auslösung der Zellteilung zu einem morphologisch unorganisierten 
Wachstum einsetzt und Kallus entsteht [Neumann, 1995]. Für die Leistungsfähigkeit des 
Versuchssystems ist das Nährmedium von zentraler Bedeutung, da es die Funktion der 
Versorgung mit Nährstoffen übernimmt, die sonst aus anderen und anders differenzierten 
Gewebepartien und Organen der intakten Pflanze zugeführt werden. Das für die Karotten-
Kalluskultur gewählte I2A-Medium [Seitz, 1965], eine Modifikation des Murashige & Skoog-
Mediums [Murashige und Skoog, 1962], erwies sich als durchaus geeignet. Wie die 
überwiegende Anzahl für Metabolismusstudien mit Xenobiotika eingesetzten 
Zellkultursystemen wuchs auch die Karotten-Kalluskultur heterotroph. Zur 
Energieversorgung der Kultur wird das Nährmedium mit Saccharose supplementiert. 
Weiterhin wichtig sind die zugesetzten Mineralstoffe und Vitamine. Da die Gewebeexplantate 
der Karottenwurzeln nicht in der Lage sind, ihren Bedarf an Mineralstoffen und Vitaminen, 
wie z.B. den Coenzymen Thiamin, Pyrdidoxin und Nicotinsäure durch Eigensynthesen zu 
decken, ist auch eine ausgewogene Zufuhr dieser Komponenten wichtig. Weiterhin von 
Bedeutung sind Phytohormone, wobei ihre Wirkung auf das Wachstums- und 
Entwicklungsverhalten hauptsächlich durch die verwendete Pflanzenart und –sorte und das 
verwendete Explantatgewebe bestimmt wird. Handelt es sich wie in dieser Arbeit um ein 
Explantat aus sekundärem Phloem, so ist der Zusatz eines Auxins (z.B. 2,4-
Dichlorphenoxyessigsäure) unerlässlich. Nach Angaben von Neumann (1991) könnten 
Wachstumsprozesse ansonsten eingeschränkt und nur auf Zellvergrößerungsprozesse anstelle 
von Zellteilungsaktivitäten zurückzuführen sein. Neben Auxinen können auch Cytokinine zur 
Förderung der Zellteilung zugegeben werden, was aber aufgrund des intensiven Wachstums 
für die Karotten-Kalluskultur nicht notwendig war. myo-Inosit wurde dem Medium zugesetzt, 
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da es im Rahmen des Wachstums der Gewebekultur eine wichtige Rolle bei der 
Membranneubildung spielt.  
Zur Subkultivierung der Kalluskultur erwies sich ein Zeitraum von 4 Wochen als geeignet. 
Die Länge dieses Zeitraums ergibt sich aus den unterschiedlichen Wachstumsleistungen der 
Kulturen, dem Verbrauch der Nährlösungskomponenten, der Anreicherung von 
Ausscheidungsprodukten, die möglicherweise das Wachstum negativ beeinflussen können 
und der Anhäufung von totem Zellmaterial [Neumann, 1991].  
 
4.1.2 Etablierung einer Zellsuspensionskultur von Daucus carota L.  
Zur Erstellung der Zellsuspensionskultur diente Zellmaterial, welches sich durch Scherkräfte 
an der Peripherie der in Flüssigmedium überführten Kallusteile abrieb. Da der Kallus als sehr 
lockere, leicht zerfallende Schicht in seinem Kultivierungsgefäß vorlag, konnte auf eine 
zusätzliche mechanische Bearbeitung vor der Überführung in Flüssigmedium verzichtet 
werden. Obwohl bereits 4 Tage nach Überführung von Kallusteilen in Flüssigmedium ein 
Beginn der Suspensionsausbildung beobachtet werden konnte, blieb ein intensives Wachstum 
der Kultur anfangs aus. Nach einer durch 2-malige Zugabe von frischem Nährmedium 
verlängerte erste Inkubationsperiode von 21 Tagen konnten Suspensionskulturen erhalten 
werden, die für eine erste Subkultivierung ausreichend gewachsen waren. Sie waren von grau-
grüner Farbe und sehr feinkörnig (< 0,8 mm). Letzteres lässt auf einen hohen Anteil an 
Einzelzellen schließen.  
Es treten in einer Zellsuspensionskultur drei Zellfraktionen auf: freie Einzelzellen 
verschiedenster Formen, Zellaggregate von bis zu 10 oder mehr Zellen und fadenförmige 
Zellgruppen. Nach Angaben von Neumann (1991) erfolgt eine feststellbare Zellvermehrung in 
erster Linie in den Zellaggregaten. Im Zentrum derer befinden sich sehr kleine Zellen, wobei 
die Zellgröße zur Peripherie hin zunimmt. Die höchste Zellteilungsaktivität liegt vermutlich 
im Zellinneren. Durch die Bewegung der Schüttelplatte werden die an der Peripherie der 
Aggregate gelegenen Zellen mechanisch abgetrennt und bilden die Fraktion der freien 
Einzelzellen. Es handelt sich bei dieser Fraktion demnach um ältere, meist teilungsinaktive 
Zellen mit geringerer Vitalität. Kann diese erhalten oder wieder induziert werden, so stellen 
die entsprechenden Zellen vermutlich das Ausgangsmaterial für die fadenförmigen 
Zellgruppen dar. Zur Subkultivierung der Zellsuspensionskultur erwies sich bei einer Zugabe 
von 25 mL Nährmedium ein Zeitraum von 10 bis 11 Tagen als geeignet. Die Faktoren, die 
dazu führen, wurden bereits im vorherigen Kapitel beschrieben. Abbildung 4.1 zeigt eine 
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Kallus- und eine Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. etwa zur Mitte ihres 
Wachstumszyklus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.3 Kontinuierliche Subkultivierung weiterer Zellsuspensionskulturen 
Die Überführung der Kalluskulturen von Soja und Weizen in Zellsuspensionskulturen gelang 
ebenfalls erfolgreich. Es konnten für beide Kulturen innerhalb von 4 Wochen stabile 
Subkultivierungsrhythmen erhalten werden. Die Sojazellsuspensionskultur war in ihrer 
Struktur der von Daucus carota L. sehr ähnlich und weißlich-gelb von der Farbe. Die 
Weizenzellsuspensionskultur war im Gegensatz dazu sehr grobkörnig und hell-gelb. Die 
Tabakzellsuspensionskultur konnte direkt als solche übernommen werden. 
Die Abbildungen 4.2a/b/c zeigen die Kallus- und Zellsuspensionskulturen von Nicotiana 
tabacum L. (Abb. 4.2a), Glycine max. (Abb. 4.2b) und Triticum aestivum (Abb. 4.2c).  
 
a b c 
Abbildung 4.2a/b/c: Kallus- und Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. (a), Glycine max. 
L. (b) und Triticum aestivum L.Heines Koga II (c).  Die Kultivierung der Kulturen erfolgte in MS- 
(Nicotiana tabacum L.), bzw. B5-Medium, die Subkultivierung der Kalluskulturen alle 4 Wochen, 
die der Zellsuspensionskulturen alle 10, bzw. 11 Tage (Nicotiana tabacum L.), 7 Tage (Glycine 
max.L.) und 14 Tage (Triticum aestivum L. Heines Koga II). Die Kulturen wurden bei 27 °C im 
Dunkeln gehalten, die  Zellsuspensionskultur zusätzlich bei 110 rpm geschüttelt. Fotos: P. Riefer 
 
Abbildung 4.1: Kallus (links) - und Zellsuspensionskultur (rechts) von Daucus carota L.  Die 
Kultivierung der Kulturen erfolgte in I2A-Medium, die Subkultivierung der Kalluskultur alle 4 
Wochen, die der Zellsuspensionskultur alle 10, bzw. 11 Tage. Die Kulturen wurden bei 27 °C im 
Dunkeln gehalten, die  Zellsuspensionskultur zusätzlich bei 110 rpm geschüttelt. Foto: P. Riefer 
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4.2 Molekularbiologische und biochemische Ergebnisse 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. 
etabliert werden, in denen die humanen Gene Cyp2b6, Cyp2c19 und Cyp3a4 konstituiv 
überexprimiert wurden. Die jeweiligen Transformationsvektoren zur separaten Übertragung 
der entsprechenden Gene waren im Rahmen vorangegangener Diplomarbeiten konstruiert und 
in die Bakterien eingebracht worden [Gembé, 2008 (Cyp2b6); Frantzen, 2008 (Cyp2c19); 
Faymonville, 2005 (Cyp3a4)]. Eine schematische Darstellung aller Vektoren zeigt Abbildung 
4.3. Der Transformationsvektor zur Übertragung von Cyp3a4 (spRNY3A4) sollte im Verlauf 
der vorliegenden Arbeit modifiziert und ebenfalls in die Zellsuspensionskultur von Daucus 
carota L. eingebracht werden.  
 
Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Schaukelvektoren spsmamc2B6, spsmamc2C19 und 
spRNY3A4 zur Übertragung von Cyp2b6, Cyp2c19 und Cyp3a4. ColE1 ori: Replikationsursprung 
des Vektors in E. coli; bla: ß-Laktamase-Gen zur Vermittlung einer Ampicillin-Resistenz in E. coli 
und einer Carbenicillin-Resistenz in A. tumefaciens; Cyp3a4: cDNS des humanen Cyp3a4; Cyp2c19: 
cDNS des humanen Cyp2c19; Cyp2b6: cDNS des humanen Cyp2b6; LB/RB: linke, bzw. rechte 
Bordersequenz; RK2 ori (oriV): Replikationsursprung des Vektors in A. tumefaciens; P35SS/pA35S 
Promotor (dupliziert) und Polyadenylierungs-/Termnationssequenz aus CaMV (Blumenkohl-
Mosaik-Virus); TL: 5´- untranslatierte Region des TEV (tobacco etch virus); sar: scaffold 
attachment Region aus N. tabacum L.; Pnos: Promotor des Nopalinsynthase-Gens; nptII: codierende 
Sequenz des Neomycin-Phosphotransferase-Gens; pAocs: Terminationssequenz des Octopin-
Synthase-Gens aus A. tumefaciens. 
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4.2.1 Modifikation des Transformationsvektors spRNY3A4 zur Übertragung von 
           Cyp3a4 
Der bakterielle Expressionsvektor pCW´3A4 (Abb. 4.7a) mit der cDNS des humanen Cyp3a4 
wurde aus dem Labor von F.P. Guengerich (Vanderbilt University, Nashville TN, USA) 
erhalten. Es lagen die von ihm erhaltene Sequenz des Vektors und die Ergebnisse einer von 
Faymonville und Joußen 2005 durchgeführten Sequenzierung zur Kontrolle dieser vor. Beide 
Sequenzen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit dem Datenbankeintrag für Cyp3a4 (Genbank 
NM_017460) verglichen. Die von Guengerich et al. 1996 beschriebene Veränderung der 
Aminosäuresequenz zu Beginn des Gens, die eine bessere Expression in E. coli bewirken soll, 
konnte bestätigt werden. In der Sequenz von Guengerich wurde im Vergleich zum 
Datenbankeintrag eine Veränderung von zwei aufeinanderfolgenden Basen an den Positionen 
1174 und 1175 festgestellt. Diese führen zu einem Austausch von Tryptophan zu Valin. 
Weiterhin wurde die Veränderung einer Base an der Position 1292 festgestellt, die einen 
Austausch von Threonin zu Isoleucin bedingt. Die Sequenz von Faymonville zeigte diese 
Veränderungen nicht. Außerdem war in der Sequenz von Guengerich das Stop-Codon von 
TGA zu TAA verändert. Die sich dem Stop-Codon anschließenden Basenpaare stimmten 
ebenfalls nicht mit dem Datenbankeintrag und den Ergebnisse der von Faymonville 
durchgeführten Sequenzierung überein.  
Abbildung 4.4: Nachweis von Cyp3a4 im bakteriellen Expressionsvektor pCW´3A4. Die Produkte 
der PCR-Reaktionen mit der Primerkombination CYP3A4for/CYP3A4rev (1482 bp) wurden in 
einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, 
St.Leon-Rot); Spuren 1-6: Parallele Reaktionsansätze mit pCW´3A4 als Amplifikationsvorlage. 
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Letztgenannte wurde als korrekt angenommen, da sie vollständig mit dem Datenbankeintrag 
übereinstimmte. Auffällig in der Sequenz waren 149 bp zwischen dem Stop-Codon und der 
Terminationssequenz (pA35S). Bei den 132 bp, die sich unmittelbar an das Stop-Codon 
anschlossen, handelte es sich um ein Insert unbekannter Funktion. Der darauf folgende 
Sequenzabschnitt von sechs bp (5´-ATGCAT-3´) wurde als Erkennungssequenz des 
Restriktionsenzym EcoT22I (AvaIII), die weiteren sechs Basenpaare (5´-GTCGAC-3´) als 
Sequenz der SalI-Schnittstelle identifiziert [Joußen, 2008]. Die Funktion der fünf Basenpaare 
unmittelbar vor der Terminatorsequenz war ebenfalls unbekannt. Verglichen mit den 
Transformationsvektoren spsA1 und spsA2, die in vorherigen Arbeiten zur Übertragung von 
Cyp1a1 und Cyp1a2 eingesetzt wurden, ist der in spRNY3A4 vorhandene Abstand zwischen 
Stop-Codon und Terminationssequenz um 126 bp größer, was sich negativ auf die Expression  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.6: Nachweis des Ligationsproduktes spsmamc3A4 in Agrobacterium tumefaciens. Die 
Kolonie-PCR-Produkte mit der Primerkombination CYP3A4forint/CYP3A4revint (671 bp)  wurden 
in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, 
St.Leon-Rot); Spur 1-11: Agrobakterien-Klone 1-11; N: Negativkontrolle.  
 
 
Abbildung 4.5: Nachweis des Ligationsproduktes spsmamc3A4 in E.coli. Die Kolonie-PCR-
Produkte mit der Primerkombination  CYP3A4forint/ CYP3A4revint (671 bp)  wurden in einem 
1%igen Agarosegel aufgetrennt. M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, St.Leon-Rot); 
Spur 1-15: E.coli-Klone 1-15; N: Negativkontrolle.  
 
Ergebnisse und Diskussion 
_____________________________________________________________________ 
 
 
73 
von Cyp3a4 auswirken könnte. Als Folge dessen würde weniger Protein gebildet und die 
enzymatische Aktivität der Zellsuspensionskulturen geringer sein. Dieses wiederum würde 
sich in den Metabolismusstudien in einer verminderten metabolischen Aktivität in Bezug auf 
die Testsubstanz äußern. Hinweise darauf zeigten möglicherweise bereits durchgeführte  
Studien mit Carbaryl und Fluometuron [Breuer et al., 2009; Schmidt et al., 2006], anhand 
derer die von Guengerich (1999) beschriebene Bedeutung dieses Enzyms in Bezug auf den 
Fremdstoffmetabolimus nicht nachvollzogen werden konnte.  
Tabakzellsuspensionskulturen, die mit Cyp1a1 und Cyp1a2 transformiert wurden, zeigten in 
Gegenwart von Atrazin Umsatzraten bis zu 100%, so dass von einer Expression der Gene 
auszugehen ist [Bode, 2006]. Um einen Einfluss des 132 bp-Inserts auf die Expression von 
Cyp3a4 ausschließen zu können, wurde dieses entfernt. 
Dazu wurde das 1482 bp umfassende DNS-Fragment aus dem bakteriellen Expressionsvektor 
pCW´3A4 unter Verwendung des Primerpaars CYP3A4for und CYP3A4rev amplifiziert 
(Kap. 3.2.3). Die Bezeichnungen „for“, bzw. „rev“ beziehen sich auf den Vorwärts-, bzw. den 
Rückwärtsprimer. „Int“ in der Bezeichnung des Primers bedeutet, dass der Primer innerhalb 
der Sequenz des zu amplifizierenden Gens bindet; ein „ext“-Primer bindet hingegen außerhalb 
des Gens. Die Primer waren so konstruiert, dass die Restriktionsschnittstellen SmaI und SalI 
an die DNS-Sequenz von Cyp3a4 angefügt wurden, was für die spätere Klonierung in den 
pflanzlichen Expressionsvektor notwendig war. Das Ergebnis der entsprechenden PCR ist in 
Abbildung 4.4 dargestellt. Das amplifizierte Gen wurde aus dem Gel isoliert (Kap. 3.2.5) und 
mit dem pflanzlichen Expressionsvektor spsmamc (Abb. 4.7b) ligiert (Kap. 3.2.5). Das 
Produkt dieser Reaktion war der neue Transformationsvektor spsmamc3A4 (Abb. 4.7c). Zur 
Vervielfältigung wurde dieser in E. coli eingebracht. Das Ergebnis der entsprechenden 
Kolonie-PCR zur Kontrolle der Transformation ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Das anhand 
der DNS der 15 untersuchten Kolonien mit der Primerkombination 
CYP3A4forint/CYP3A4revint amplifizierte Fragment von etwa 700 bp konnte in allen 
Ansätzen nachgewiesen werden, was als Beweis für die erfolgreiche Transformation 
angesehen wurde. Das isolierte Plasmid wurde zur Sequenzierung gegeben (Primer: 
Cyp3a4forintcomp, Cyp3a4for1). Die Ergebnisse bestätigten die Entfernung der 132 bp nach 
dem Stop-Codon. Nach den sechs Basenpaaren, die die Schnittstelle für das 
Restriktionsenzym SalI charakterisieren (5´-GTC GAC-3´) folgt nach drei weiteren 
Basenpaaren die Sequenz, die der Terminationsregion entspricht.  Da die Übertragung von 
Cyp3a4 durch Agrobakterien stattfinden sollte, wurden diese mit spsmamc3A4 transformiert. 
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spsmamc
7845 bp
RK2 ori
bla
ColE1 oriLB
pAocs
nptII
Pnos
sar
P35SS
TL pA35S
sar
RB
SmaI (7824)
BglII (7838)
KpnI (7834)
SalI (1)
pCW´3A4
6583 bp
trpA
f1 ori
blaColE1 ori
lacZ´
lacIq
lacIq
PlacUV5
Ptac
Ptac
TIR
Cyp3a4
SalI (1622)
NdeI (6583)
spsmamc3A4
9309 bp
sar
RB
RK2 ori
bla
C ol1E1 ori
LB
pAocs
nptII
Pnos
sar
P35SS
Cyp3a4
TL
pA35S
Sma I (7824)
SalI (1)
Das Ergebnis der entsprechenden Kolonie-PCR (Kap. 3.2.4) ist Abbildung 4.6 zu entnehmen. 
Auch dort konnte das Fragment von ca. 700 bp in allen getesteten Kolonien detektiert werden.  
 
4.2.2 Transformation der Daucus carota. L.-Zellsuspensionskulturen 
Seit mehr als zwei Jahrzehnten wird die durch Agrobacterium tumefaciens vermittelte 
Transformation zur Herstellung transgener Pflanzen angewendet [Lee und Gelvin, 2008].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c 
b 
Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der Konstruktion des Schaukelvektors spsmamc3A4. Die 
durch PCR-Reaktionen mit dem spezifischen Primerpaar CYP3A4FOR/CYP3A4REV aus dem 
bakteriellen Expressionsvektor pCW´3A4 (a) amplifizierte cDNS des humanen Cyp3a4 wurde 
zusammen mit dem durch SmaI und SalI geschnittenen pflanzlichen Expressionsvektor spsmamc (b) 
ligiert. Das Reaktionsprodukt war der Schaukelvektor spsmamc3A4 (c).  ColE1 ori: 
Replikationsursprung des Vektors in E. coli; bla: ß-Laktamase-Gen zur Vermittlung einer 
Ampicillin-Resistenz in E.coli und einer Carbenicillin-Resistenz in A.tumefaciens; f1 ori: 
Replikationsursprung des Phagen f1; Cyp3a4: cDNS des humanen Cyp3a4; TIR: 
Translationsinitiationsregion mit Shine-Dalgarno-Region; Ptac: tac-Promotor; trpA: 
Terminationsregion des Tryptophan-Operons von E. coli; PlacUV5: lacUV5-Promotor; lacI
q
: lac-
Repressor-Gen; lacZ´: ß-Galaktosidase-Gen; LB/RB: linke, bzw. rechte Bordersequenz; RK2 ori 
(oriV): Replikationsursprung des Vektors in A. tumefaciens; P35SS/pA35S Promotor (dupliziert) 
und Polyadenylierungs-/Termnationssequenz aus CaMV (Blumenkohl-Mosaik-Virus); TL: 5´- 
untranslatierte Region des TEV (tobacco etc virus); sar: scaffold attachment Region aus N.tabacum 
L.; Pnos: Promotor des Nopalinsynthase-Gens; nptII: codierende Sequenz des Neomycin-
Phosphotransferase-Gens; pAocs: Terminationssequenz des Octopin-Synthase-Gens aus A. 
tumefaciens  
 
a 
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Auch das Einbringen von Fremdgenen in pflanzlichen Zellsuspensionskulturen von Nicotiana 
tabacum hat mit dieser Methode erfolgreich Anwendung gefunden [Bode et al., 2003; An, 
1985; Muller, et al., 1984; Martón et al., 1979; Smith und Hindley, 1978].  
Das Bodenbakterium ist natürlicherweise in der Lage, einen Teil seiner DNS, sogenannte 
Transfer-DNS (T-DNS) in zahlreiche Pflanzenarten zu übertragen und dort in das Genom zu 
integrieren  [Lee und Gelvin, 2008; Zupan et al., 2000; Sheng und Citovsky, 1996]. 
Besonders dicotyledone Pflanzen, wie Kartoffeln, Tabak oder Tomaten eignen sich als 
Versuchsobjekte [Nultsch, 1991]. Auch für die Karotte ist Transformation auf diesem Weg 
beschrieben [Hardegger und Sturm, 1998; Scott und Draper, 1987].  
Für den Transferprozess ist ein tumor-induzierendes (Ti)-Plasmid verantwortlich, auf dem die 
T-DNS, begrenzt durch eine  linke und rechte Bordersequenz zu je 25 Basenpaaren, lokalisiert 
ist. Weiterhin ist eine vir-Region mit ~ 35 vir-Genen vorhanden, deren kombinierte Aktivität 
zur Übertragung der T-DNS führt [Hellens et al., 2000]. In der modernen Praxis werden 
binäre Vektorsysteme verwendet, bei denen sich die Funktionen des Ti-Plasmids auf zwei 
separate Plasmide verteilen. Ein binärer Klonierungsvektor trägt die T-DNS, ein vir-
Helferplasmid die vir-Gene. Außerdem werden Stämme von Agrobacterium tumefaciens 
eingesetzt, denen die tumor-induzierenden Gene entfernt wurden, sogennante „disarmed“-
Stämme [Hellens et al., 2000].  
Der in dieser Arbeit zur Transformation eingesetzte Agrobakterienstamm GV3101 besitzt ein 
mit vir-Genen ausgestattetes Helferplasmid (pMP90RK), das eine Kanamycinresistenz trägt 
[Koncz und Schell, 1986]. Als binärer Klonierungsvektor wurde spsmamc (Abb. 4.7b) 
eingesetzt. Es handelt sich dabei um eine modifizierte Form des Vektors spsma, der wiederum 
ein modifizierter spk-pc-Pflanzenvektor ist [Rademacher, 2002; Stöbe, 2001], konstruiert und 
bereits in vorherigen Arbeiten am Institut für Umweltforschung eingesetzt wurde [Joussen., 
2008; Bode, 2006].  
Zur Amplifikation in E.coli und in A. tumefaciens besitzt dieser Vektor je einen 
Replikationsursprung (ColE1 ori, E. coli und RK2 ori, A. tumefaciens) sowie ein Resistenzgen 
(bla), welches in E. coli eine Ampicillin- und in A. tumefaciens eine Carbenicillinresistenz 
vermittelt. Für eine erhöhte Genexpression in Pflanzenzellen dient der starke Promotor des 
35S-RNA-Gens aus CaMV (Blumenkohl-Mosaik-Virus) mit duplizierter Enhancer-Region.  
Das Transkriptionsende ist durch die ebenfalls von dem 35S-RNA-Gen stammende 
Polyadenylierungssequenz (pA35S) codiert. Um die Genexpression in den Pflanzenzellen zu 
erhöhen, ist die Expressionskassette von zwei „scaffold attachment regions“ (SARs) flankiert. 
Es handelt sich dabei um AT-reiche DNS-Bereiche, über die das Chromatin an dem 
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Proteingerüst des Zellkerns verankert ist [Rademacher, 2002]. Die 5´-untranslatierte Region 
(TL) dient der Erhöhung der Translationseffizienz. Zur Selektion der transformierten 
Pflanzenzellen wurde das Neomycin-Phosphotransferase-Gen (npt II) als Markergen 
eingesetzt, welches eine Kanamycinresistenz vermittelt [Herrera-Estrella et al., 1983]. 
Die Expression des nptII-Gens steht unter der Kontrolle des nos-Promotors (Pnos) und der 
ocs-Polyadenylierungssequenz (pAocs). Erweitert wurde der Vektor zusätzlich um eine 
„multiple-cloning-site“ (mcs) [Cormio, 2007]. Es handelt sich dabei um einen DNS-
Abschnitt, dessen Sequenz direkt hintereinander verschiedene Schnittstellen für 
Restriktionsendonukleasen enthält. Dieses ermöglicht ein flexibleres Klonieren, da aus den 
verschiedenen Restriktionsschnittstellen die jeweils am besten passende ausgewählt und 
verwendet werden kann. Eingefügt wurden die Sequenzen von BglII (Schnittstelle: 7838 bp), 
KpnI (7834 bp), SalI (1 bp) und SmaI (7824 bp).  
 
Für die Transformation der Karottenzellkulturen mit den humanen Genen Cyp2b6, Cyp2c19, 
Cyp3a4 und Cyp3a4-132 wurden entsprechend transformierte Agrobakterien mit der 
Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. co-kultiviert und anschließend in Kanamycin-
haltigem I2A-Medium kultiviert und selektiert. 
Während sich die mit Cyp2c19, Cyp3a4 und Cyp3a4-132 transformierten Kulturen in ihrem 
Wachstum so gut entwickelten, so dass sie bereits nach zwei Subkultivierungsrhythmen von 
16, bzw. 19 Tagen auf einen regelmäßigen 10, bzw.11-tägigen Rhythmus umgestellt werden 
konnten, erholten sich die mit Cyp2b6 transformierten Zellen nicht. Es wurden zwei weitere 
Transformationsansätze durchgeführt und die Subkultivierungszeiten auf bis zu 30 Tage 
erhöht, aber ein konstantes Zellwachstum, welches zur Etablierung der Kultur notwendig 
gewesen wäre, setzte nicht ein. Die Gründe dafür sind unklar, da z.B. Zellsuspensionskulturen 
von Nicotiana tabacum L. ebenfalls mit denen in dieser Arbeit eingesetzten Agrobakterien 
erfolgreich transformiert worden waren. Die stabil transformierten Kulturen wurden 2DcC19 
(Cyp2c19), 3DcA4 (Cyp3a4) und 3DcA4-132 (Cyp3a4-132) genannt.  
Zum Nachweis der Integration von Cyp2c19, Cyp3a4 und Cyp3a4-132 in das Genom von 
Daucus carota L. wurden PCR-Analysen durchgeführt. Dazu wurde aus jeweils zwei 
Parallelen der entsprechend transformierten Zellkulturen genomische DNS isoliert (Kap. 
3.2.1) und mit spezifischen Primerkombinationen untersucht (Kap. 3.2.3). Die eingesetzten 
Primer annelierten im jeweiligen Genkonstrukt, wodurch DNS-Fragmente spezifischer Größe 
amplifiziert werden konnten.  
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Zum Nachweis der Integration von Cyp3a4 sollte, wie schon beim Nachweis des Gens im 
bakteriellen Expressionsvektor pCW´3A4 (Kap. 4.2.1) beschrieben, die Primerkombination 
CYP3A4forint/CYP3A4revint zur Amplifikation eines Fragmentes von 671 bp führen.  
Weiterhin wurden PCR-Analysen mit den Primerpaaren CYP3A4forint/CYP3A4revext (1262 
bp), CYP3A4forext/CYP3A4revint (1272 bp) und CYP3A4forext/CYP3A4revext (1863 bp) 
durchgeführt. Bei allen Reaktionen konnte das jeweils spezifische Produkt entsprechender 
Größe nachgewiesen werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Integration von Cyp2c19 in das Genom von Daucus carota L. konnte durch PCR-
Analysen mit dem Primerpaar CYP2C19forint/CYP2C19revint (Fragment von 477 bp) und 
CYP3A4forext/CYP2C19revint (Fragment von 1188 bp) erbracht werden. Abbildung 4.8 
zeigt beispielhaft die Ergebnisse für alle Kulturen mit den jeweiligen internen Primerpaaren 
(CYP3A4forint/CYP3A4revint, CYP2C19forint/CYP2C19revint). Als Positivkontrolle 
wurden die Transformationsvektoren (spRNY3A4, spsmamc3A4 und spsmamc2C19) 
eingesetzt, als Negativkontrolle Wasser.  
 
Durch immunologische Detektion in Western-Blot-Analysen sollte bei den transformierten 
Zellkulturen die Proteinexpression der P450-Enzyme überprüft werden. Dazu wurden die 
Proteinextrakte der 2DcC19-, 3DcA4- und 3DcA4-132-Kulturen in einem 10%igen SDS-Gel 
Abbildung 4.8 a/b: Nachweis der Integration von Cyp3a4, Cyp3a4-132 und Cyp2c19 in den 
Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. durch PCR-Analysen. (a) Die Produkte der PCR-
Reaktionen mit der Primerkombination CYP3A4forint/CYP3A4revint (671 bp) wurden in einem 
1%igen Agarosegel aufgetrennt. M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, St.Leon-Rot); 
Spur 1, 2: Cyp3a4; Spur 3: spRNY (Positivkontrolle Cyp3a4); Spur 4, 5: Cyp3a4-132; Spur 6: 
spsmamc3A4 (Positivkontrolle Cyp3a4-132); N: Negativkontrolle (b) Die Produkte der PCR-
Reaktionen mit der Primerkombination CYP2C19forint/CYP2C19revint (477 bp) wurden in einem 
1%igen Agarosegel aufgetrennt M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, St.Leon-Rot); 
Spur 1,2: Cyp2c19; Spur 3: spsmamc2C19 (Positivkontrolle Cyp2c19); N: Negativkontrolle.  
 
 
 
 
a b 
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unter denaturierenden Bedingungen der Größe nach aufgetrennt (Kap. 3.3.2) auf eine 
Nitrocellulosemembran transferiert und anschließend immunologisch detektiert (Kap. 3.3.3) 
Mittels der beschriebenen Methode konnte die Expression von CYP3A4 und CYP2C19 nicht 
nachgewiesen werden. Mögliche Erklärungen könnten ein nicht funktionstüchtiger primärer 
Antikörper oder eine zu geringe Menge an Protein sein. In vorausgegangenen Arbeiten 
konnten mit der beschriebenen Methode positive Nachweise für CYP1A1 und CYP1A2 
erbracht werden [Bode, 2006]. Auch für CYP3A4 in Tabakzellkulturen konnte das Protein 
von Faymonville (2005) nachgewiesen werden, wobei dort der primäre Antikörper einer 
anderen Firma verwendet wurde. Auch Frantzen (2008) konnte die Expression von CYP2C19 
auf diesem Weg  nicht sicher nachweisen. Die Gründe blieben ungeklärt. 
Um dennoch einen Hinweis auf die Expression des Gens in den transformierten 
Zellsuspensionskulturen zu erhalten, wurde versucht, diesen durch den Nachweis der in der 
Basenabfolge richtig gebildeten mRNS zu erhalten. Wird DNS an einer RNS-Vorlage 
gebildet, so ist dies die Umkehr der Transkription, die durch die reverse Transkriptase 
katalysiert wird. Liegt der DNS-Einzelstrang (Erststrang) vor, so kann durch den Einsatz einer 
DNS-Polymerase der komplementäre Zweitstrang gebildet werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.9 a/b: Nachweis von Cyp3a4, Cyp3a4-132 und Cyp2c19 durch RT-PCR-Analyse. (a) 
Die Produkte der RT-PCR-Reaktionen mit der Primerkombination CYP3A4forint/CYP3A4revint 
(671 bp) wurden in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt . M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus 
(Fermentas, St.Leon-Rot); Spur 1: Cyp3a4; Spur 2: Cyp3a4-132; Spur 3: spRNY3A4 
(Positivkontrolle Cyp3a4); N: Negativkontrolle (b) Die Produkte der RT-PCR-Reaktionen mit der 
Primerkombination CYP2C19forint/CYP2C19revint (477 bp) wurden in einem 1%igen Agarosegel 
aufgetrennt (110 V, 45 min.) M: Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder Plus (Fermentas, St.Leon-Rot); 
Spur 1: Cyp2c19; N: Negativkontrolle; Spur 3: spsmamc2C19 (Positivkontrolle Cyp2c19); Spur 4: 
Cyp2c19. 
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Das Produkt ist ein doppelsträngiges DNS-Molekül, sogenannte komplementäre DNS 
(„cDNS“). Stimmt deren  Sequenz mit der des Gens überein, so ist der Nachweis der 
fehlerfreien mRNS-Bildung erbracht, was weiterhin zur Bildung des entsprechenden Proteins 
führen sollte. Das Ergebnis der Reverse-Transkriptase-PCR mit den spezifischen Primern 
CYP3A4forint/CYP3A4revint und CYP2C19forint/CYP2C19revint ist in Abbildung 4.9 
dargestellt.  
 
4.3 Bestimmung der Wachstumscharakteristika von Pflanzenzell-
suspensionskulturen 
Zur Bestätigung der Reproduzierbarkeit des Wachstums der neu etablierten 
Zellsuspensionskulturen Dc, 2DcC19, 3DcA4 und 3DcA4-132 wurden über einen 
festgelegten Zeitraum von 12 Tagen von jeweils 2 Parallelen Wachstumscharakteristika 
aufgenommen. Es handelte sich dabei um Frischgewicht, Trockengewicht, Leitfähigkeit und 
pH-Wert. Die Mittelwerte aller Parameter für die jeweiligen Parallelen aller vier Kulturen 
sind in den Abbildung 4.10a und 4.10b dargestellt. Zum Startpunkt der Wachstumskurve (Tag 
0) betrug das Frischgewicht aller Kulturen ca. 1g (Feuchtgewicht). Die Aufnahme der 
Parameter erfolgte ab dem dritten Tag. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 
Abbildung 4.10 a/b: Wachstumskurven der nicht-transgenen Kultur (Dc) und der trangenen 
Zellsuspensionskulturen (3DcA4, 3DcA4-132 und 2DcC19). (A) Frischgewicht der einzelnen 
Kulturen [g] und (B) Trockengewicht der einzelnen Kulturen [g] sind gegen die Zeit [d] aufgetragen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei Parallelen vor Beginn der Metabolismusversuche. Aus 
Gründen der Übersicht ist die Standardabweichung nicht abgebildet. Diese betrug 0,01-1,7% für das 
FG und  0,01-0,6% für das TG. 
b 
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Pflanzliche Zellsuspensionskulturen sind durch einen dreiphasigen Wachstumszyklus 
gekennzeichnet. Dieser besteht aus lag-Phase, Wachstumsphase und stationärer Phase, welche 
anhand des Frisch- und Trockengewichts der Zellmasse verfolgt werden können. Betrachtet 
man die Kurvenverläufe der Frischgewichte aller Kulturen, so kann für die lag-Phase der 
Zeitraum der ersten 4-5 Tage angegeben werden. Es ist davon auszugehen, dass es nach der 
Subkultivierung zunächst zu einer Anpassung und Gewöhnung der Zellen an die neuen 
Wachstumsbedingungen kommt [van der Krol, 1994]. 
So wird z. B. die Synthese von Enzymen durch das neue Milieu induziert. Die Anpassung 
kann unterschiedliche Zeiträume umfassen, die, wie verschiedene Untersuchungen zeigten, 
beispielsweise stark von der Einwaage des Inokulums abhängen können [van der Krol, 1994]. 
Mit Frischgewichten von 1,2 g (Dc)-1,8 g (3DcA4) gingen die Kulturen am 5. (Dc, 3DcA4), 
bzw. 6. Tag (3DcA4-132, 2DcC19) in die Wachstumsphase über. Diese sich an die lag-Phase 
anschließende log-Phase ist der Zeitraum der maximalen Teilungsaktivität der Zellen, der mit 
erhöhter Syntheserate verschiedener Zellbestandteile wie Proteinen, DNS und RNS 
einhergeht [van der Krol, 1994]. Von einzelnen Schwankungen abgesehen (Dc, Tag 7; 
3DcA4-132, Tag 8; 2DcC19, Tag 9), kam es in den folgenden 6-7 Tagen insgesamt zu einer 
stetigen Zunahme des Frischgewichtes bis maximal 5,3 g (Dc). Nach van der Krol (1994) ist 
davon auszugehen, dass es bei abnehmender Substratkonzentration und bereits vor dem 
vollständigen Verbrauch der gesamten Nährstoffe zu einer Herabsetzung der Wachstumsrate 
und zum Übergang in die stationäre Phase kommt. Ob dieses auch für die vier untersuchten 
Kulturen gilt, ist anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig nachzuweisen. Während der 
Kurvenverlauf für das Trockengewicht ab dem 9. Tag ein Plateau erreicht, steigt der für das 
Frischgewicht der Dc- und der 3DcA4-132-Kultur weiter an.  Das Erreichen der stationären 
Phase ist somit nicht sicher nachgewiesen. Eine Verlängerung des Untersuchungszeitraumes 
aller Kulturen um 4-5 Tage könnte dieses belegen.   
In Abbildung 4.11 sind die Leitfähigkeiten und pH-Werte der einzelnen Kulturen dargestellt. 
Die gemessene Leitfähigkeit nahm bei allen Kulturen im Laufe der Versuchszeit 
kontinuierlich ab. Abweichungen waren nur an Tag 7 bei der Dc-Kultur und an Tag 9 bei der 
3DcA4-Kultur festzustellen. Obwohl die Zusammensetzung des Nährmediums für alle 
Kulturen gleich war, unterschieden sich die Anfangsleitfähigkeiten um bis zu 1,5 mS/cm 
(3DcA4-132, Dc). 
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Dieses kann auf unterschiedliche Raumtemperaturen während der Messungen zurückzuführen 
sein, da die Wachstumskurven nicht in denselben Zeiträumen durchgeführt wurden. Während 
des Zellwachstums kommt es durch die Zellen zur Aufnahme von Nährsalzen aus dem 
Medium. Werden diese dem Medium entzogen, nimmt die elektrische Leitfähigkeit bei 
gleichzeitiger Zunahme der Biomasse ab [van der Krol, 1994].  
Für die Ergebnisse der pH-Wert-Messungen kann keine einheitliche Aussage getroffen 
werden, da die Werte der einzelnen Kulturen überwiegend schwanken.  Die unterschiedlichen 
Anfangs-pH-Werte bei ebenfalls gleicher Nährmedienzusammensetzung sind vermutlich 
wiederum durch die Raumtemperatur zu erklären. Ursachen für die Verschiebung des pH-
Wertes insgesamt sind in den verändernden Prozessen des Ionenaustausches zwischen Zelle 
und Medium zu finden. Dabei kommt es häufig zum Co-Transport von Protonen, um die 
entstandene Ladungsdifferenz zu kompensieren. Aufgrund der beabsichtigt nur geringen 
Pufferkapazität der verwendeten Medien zur Kultivierung der Zellen, kann es zu starken 
Verschiebungen des pH-Wertes kommen [van der Krol, 1994].  
Da die Ergebnisse der Wachstumskurve insgesamt auf ein konstantes Wachstum der Kultur 
hinwiesen, konnten diese für Metabolismusstudien und weitere Untersuchungen eingesetzt 
werden.  
 
 
a 
Abbildung 4.11: Wachstumskurven der nicht transgenen Kultur (Dc) und der trangenen 
Zellsuspensionskulturen (3DcA4, 3DcA4-132 und 2DcC19). (A) Leitfähigkeiten [mS/cm] der 
einzelnen Kulturen und (B) pH-Werte der einzelnen Kulturen sind gegen die Zeit [d] aufgetragen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei Parallelen vor Beginn der Metabolismusversuche. Aus 
Gründen der Übersicht ist die Standardabweichung nicht abgebildet. Diese betrug  für den pH-Wert 
und  0,01-0,6% für die Leitfähigkeit. 
b 
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tage [d]
p
H
-W
er
t
Dc 3DcA4 3DcA4-132 2DcC19
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tage [d]
L
ei
tf
ä
h
g
k
ei
t 
[m
S
/c
m
]
Dc 3DcA4 3DcA4-132 2DcC19
a 
Ergebnisse und Diskussion 
_____________________________________________________________________ 
 
 
82 
4.4 Synthesen von mono-Hydroxy-, bis-Hydroxy- und tris-Hydroxy-
Methoxychlor (mono-OH-, bis-OH- und tris-OH-MXC) als Referenz-
substanzen 
4.4.1 Aufreinigung des Synthesegemisches von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC 
Durch die säulenchromatographische Aufreinigung des Synthesegemisches von Melina 
Gasthaus (2005) konnten 120 mg mono-OH-MXC, 80 mg bis-OH-MXC und 30 mg MXC 
erhalten werden. Die durch DC ermittelten Rf-Werte betrugen 0,66 für MXC, 0,53 für mono-
OH-MXC und 0,36 für bis-OH-MXC.  Diese und auch die GC-Chromatogramme und 
Massenspektren stimmten mit denen von Gasthaus ermittelten überein, so dass die 
aufgereinigten Produkte als mono-OH-MXC und bis-OH-MXC identifiziert werden konnten.  
  
4.4.2 Synthese von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC 
Die Synthese von mono-OH-MXC und bis-OH-MXC erfolgte wie bereits von Gasthaus 
(2005) in ihrer Diplomarbeit durchgeführt. Durch Säulenchromatographie konnte eine 
Auftrennung des Produktgemisches in 210 mg mono-OH-MXC und 93 mg bis-OH-MXC 
erreicht werden. Dieses entsprach einer Ausbeute von 21,2% für mono-OH-MXC und 9,8% 
für bis-OH-MXC. Zusätzlich wurden 25 mg nicht umgesetztes MXC nachgewiesen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.12: Ausschnitt des GC-Chromatogrammes von mono-OH-MXC (2) und bis-OH-MXC 
(1) nach MSTFA-Derivatisierung. Die Retentionszeit von mono-OH-MXC betrug 26,16 min, die 
von bis-OH-MXC 26,50 min.  
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Die nach DC-Analyse erhaltenen Rf-Werte waren 0,54 für mono-OH-MXC und 0,37 für bis-
OH-MXC (Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat, 2:2:1, v/v/v + 1 % Essigsäure, Kap. 3.5.1). Die 
GC-MS-Untersuchung der aufgetrennten Produkte bestätigte ebenfalls die Identität von mono-
OH-MXC und bis-OH-MXC. Die zugehörigen Chromatogramme und Massenspektren sind 
den Abbildungen  4.12 und 4.13, die Deutungen dazu den Tabellen 4.1 und 4.2 zu entnehmen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In beiden Massenspektren wurde ein Fragmention von m/z 73 nachgewiesen, das im 
Spektrum B auch das Basissignal darstellte und auf das Trimethylsilylion zurückzuführen ist. 
Anhand des Fragmentierungsmusters konnte das Signal bei 26,16 min im GC-
Chromatogramm dem 1-fach silylierten Derivat von MXC zugeordnet werden. Es handelte 
sich dabei um mono-OH-MXC, dessen OH-Gruppe durch MSTFA silyliert worden war. Das 
Molekülion [M+H]·
+
 ist bei m/z 402 zu finden; die Zuordnung der weiteren Fragmente ist der 
Tabelle 4.2 zu entnehmen. Die Zuordnung der Fragmente erfolgte wegen des 
Isotopenverhältnisses 
35
Cl  und 
37
Cl von 3:1 mit der Massenzahl 35 für Chlor. Das 
a 
b
B 
Abbildung 4.13a/b: Massenspektren (EI) von mono-OH-MXC und (a) und bis-OH-MXC (b) 
gemessen im positiven Ionenmodus. 
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Fragmentierungsmuster des Signals bei 26,50 min war auf ein 2-fach silyliertes Derivat von 
MXC zurückzuführen. Es handelte sich dabei um bis-OH-MXC, dessen beide OH-Gruppen 
durch MSTFA silyliert worden waren. Das Molekülion [M+H]·
+
 war bei m/z 460 zu finden; 
die Zuordnung der weiteren Fragmente sind ebenfalls in Tabelle 4.2 beschrieben. 
 
 
 
 
Substanz 
 
Mw 
 [g/mol] 
Retentionszeit 
[min] 
m/z (relative Intensität) 
MXC 
 
345,65 24,49 344 (M
+
, 2), 309 (1), 334 (2), 274 
(2,5), 227 (100), 196 (3), 152 (7,5), 
113 (11,5) 
mono-OH-MXC 
(1-fach silyliert) 
331,65 
(403,65) 
 
26,16 402 (M
+
, 1), 332 (1), 285 (100), 212 
(4), 195 (2,5), 152 (7), 135 (27,5), 73 
(56,5) 
bis-OH-MXC 
(2-fach silyliert) 
317,65 
(461,65) 
26,50 460 (M
+
, 1), 343 (39,5), 255 (5,3), 
164 (6,8), 73 (100) 
 
 
 
 
Substanz 
 
m/z und hypothetische Identität der Fragmente 
MXC 
 
344 [M]·
+
, 309 [M - Cl]·
+
, 274 [M - 2Cl]·
+
, 239 [M - 3Cl]·
+
, 227 [M - 
CCl3]·
+
 
mono-OH-MXC 
(1-fach silyliert) 
402 [M]·
+
, 332 [M - 2Cl]·
+
, 285 [M - CCl3]·
+
, 212 [M -  
(CH3)3SiCCl3]·
+
, 73 [(CH3)3Si]·
+
 
bis-OH-MXC 
(2-fach silyliert) 
460 [M]·
+
, 343 [M - CCl3]·
+
, 255 [M - CCl3 - (CH3)3Si - CH3]·
+
, 73 
[(CH3)3Si]·
+
 
Tabelle 4.1: GC-MS-Analysen der Produkte des Synthesegemisches der mono-OH-MXC-Synthese 
nach Silylierung mit MSTFA. Angegeben sind die Retentionszeiten (GC) sowie die EI-
Massensignale mit relativer Intensität bezogen auf das Basissignal (100%). 
Tabelle 4.2: Charakteristische Massenfragmente von MXC und seinen 1-fach und 2-fach 
demethylierten, silylierten Derivaten im positiven Ionenmodus sowie die hypothetischen Identitäten 
der Fragmente.  
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4.4.3 Synthese von tris-Methoxy-Methoxychlor (tris-OCH3-MXC) 
Nach Aufreinigung des Syntheseproduktes durch Säulenchromatographie lagen 343 mg tris-
OCH3-MXC vor. Dieses entsprach einer Ausbeute von 15%.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Der nach DC-Analyse erhaltene Rf-Wert war 0,7 (Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat, 2:2:1, 
v/v/v + 1% Essigsäure, Kap. 3.5.1). Die GC-MS-Untersuchung des Produktes bestätigte die 
Identität von tris-OCH3-MXC. Das zugehörige GC-Chromatogramm und das 
Massenspektrum sind den Abbildungen 4.14 und 4.15, die entsprechenden Deutungen den 
Tabellen 4.3 und 4.4 zu entnehmen. Zusätzlich wurde eine NMR-spektroskopische Analyse 
durchgeführt. Das Ergebnis wird zusammen mit dem Ergebnis des Endproduktes der 
Synthese-Sequenz in Kapitel 4.4.5 diskutiert. 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.14: Ausschnitt des GC-Chromatogrammes von tris-OCH3-MXC. Die Retentionszeit 
betrug 25,63 min.  
 
Abbildung 4.15: Massenspektrum (EI) des Produktes der tris-OCH3-Synthese. Hervorgehoben sind 
die charakteristischen Fragmentionen. 
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Substanz 
 
Mw 
 [g/mol] 
Retentionszeit 
[min] 
m/z (relative Intensität) 
tris-OCH3-MXC 
 
375,65 25,69 374 (M
+
, 1), 339 (1), 304 (50), 257 
(100), 211 (8,5), 152 (10), 139 (10)  
 
 
 
Substanz 
 
m/z und hypothetische Identität der Fragmente 
tris-OCH3-MXC 374 [M]·
+
, 339 [M - Cl]·
+
, 304 [M - 2Cl]·
+
, 257 [M - CCl3]·
+ 
 
 
4.4.4 Synthese von tris-OH-MXC 
Nach der Aufreinigung des Syntheseproduktes durch Säulenchromatographie lagen 60,5 mg 
tris-OH-MXC vor. Dieses entsprach einer Ausbeute von ca. 29%.  
 
 
Tabelle 4.3: GC-MS-Analysen des Produktes der  tris-OCH3-Synthese. Angegeben sind die 
Retentionszeiten (GC) sowie die EI-Massensignale mit relativer Intensität bezogen auf das 
Basissignal (100%). 
Tabelle 4.4: Charakteristische Massenfragmente von tris-OH-MXC im positiven Ionenmodus sowie 
die hypothetischen Identitäten dieser.  
 
Abbildung 4.16: Ausschnitt des GC-Chromatogrammes von tris-OH-MXC nach Silylierung mit 
MSTFA. Die Retentionszeit des Signals betrug 27, 57 min.  
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Der nach DC-Analyse erhaltene Rf-Wert war 0,24 (Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat, 
2:2:1, v/v/v + 1% Essigsäure, Kap. 3.5.1). Die GC-MS-Untersuchung des Produktes 
bestätigte die Identität von tris-OH-MXC. Das zugehörige GC-Chromatogramm und das 
Massenspektrum sind den Abbildung 4.16 und 4.17, die entsprechenden Deutungen den 
Tabelle 4.5 und 4.6 zu entnehmen. Zusätzlich wurde eine NMR-spektroskopische Analyse 
durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.18 dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Substanz 
 
Mw 
 [g/mol] 
Retentionszeit 
[min] 
m/z (relative Intensität) 
tris-OH-MXC 
(3-fach silyliert) 
333,65 
(549,65) 
27,57 548 (M
+
, 1), 513 (1), 478 (1), 431 
(50,5), 343 (7,1), 313 (1), 73 (100) 
 
 
 
Substanz m/z und hypothetische Identität der Fragmente 
tris-OH-MXC 
(3-fach silyliert) 
548 [M]·
+
, 513 [M - Cl]·
+
, 478 [M - 2Cl]·
+
, 431 [M - CCl3]·
+
, 343 [M - 
(CH3)3Si3 - CCl3]·
+
, 73 [(CH3)3Si]·
+
 
Abbildung 4.17: Massenspektrum (EI) des Produktes der tris-OH-Synthese. Hervorgehoben sind die 
charakteristischen Fragmentionen. 
 
Tabelle 4.5: GC-MS-Analysen des Produktes der  tris-OH-Synthese. Angegeben sind die 
Retentionszeiten (GC) sowie die EI-Massensignale mit relativer Intensität bezogen auf das 
Basissignal (100%). 
 
Tabelle 4.6: Charakteristische Massenfragmente von tris-OH-MXC im positiven Ionenmodus sowie 
die hypothetischen Identitäten dieser.  
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4.4.5 
1
H-NMR-Spektroskopie der Syntheseprodukte 
Sowohl das Zwischenprodukt tris-OCH3-MXC als auch das Endprodukt der Synthese, tris-
OH-MXC wurden NMR-spektroskopisch untersucht. Das Ergebnis von tris-OH-MXC ist in 
Abbildung 4.18 dargestellt.  
 
 
 
 
1,1,1-Trichlor-2-(4-hydroxyphenyl)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethan (C14H11Cl3O2) 
 
1
H-NMR (300 MHz, Aceton d6): δ (in ppm relativ zu TMS) = 8,44 (s, 1 H, OH), 8,0 (s, 1 H, 
OH), 7,92 (s, 1 H, OH), 7,54 (d, J = 9 Hz, 2 H an C-2´´/C-6´´), 7,24 (d, J = 2,7, 1 H an C-6´), 
7,04 (dd, J = 3 Hz, J = 7,5 Hz, 1 H an C-2´), 6,835 (d, J = 9 Hz, 2 H an C-3´´ und C-5´´), 
6,815 (d, J = 9 Hz, 1 H an C-3´), 5,04 (s, 1 H an C-2).  
 
HO
CCl3
OH
OH
1
2
1´
2´
3´
4´
5´
6´
1´´
2´´
3´´
4´´ 
5´´
6´´
Abbildung 4.18: 
1
H-NMR-Spektrum von tris-OH-MXC gemessen in D6-Aceton gegen TMS. Die 
Zuordnung der Protonen erfolgte anhand der Kopplungskonstanten und der abgebildeten Integrale.  
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Das NMR-Spektrum von tris-OH-MXC zeigte eine Häufung von Resonanzsignalen im 
Bereich von 7-8,5 ppm. Dieses spricht für das Vorhandensein von Wasserstoffatomen an 
aromatischen Ringen. Protonen, die an Sauerstoff gebunden sind, absorbieren oft bei noch 
tieferem Feld des Spektrums, so dass die Singuletts bei chemischen Verschiebungen von 
8,44 ppm, 8,0 ppm und 7,92 ppm den drei im Molekül vorkommenden Hydroxylgruppen 
zugeordnet wurden. Die schwachen Signale zwischen 7,0 und 8,0 ppm sind generell auf 
Unreinheiten der Probe zurückzuführen. Das Dublett bei einer chemischen Verschiebung von 
7,54 ppm spaltet mit einer Kopplungskonstanten von J = 9 Hz auf. Dies spricht für eine ortho-
Stellung der koppelnden Protonen zueinander. Diesem Signal wurden die Protonen an C-2´´ 
und C-6´´ zugeordnet, die mit dem Proton in Position 3’’ bzw. 5’’ koppeln. Das Signal 
(Dublett) bei 7,24 ppm wird verursacht durch das Proton an C-6´, welches mit kleiner 
Kopplungskonstante (2,7 Hz) mit dem Proton an C-2´ (meta) koppelt; die Kopplung 
(theoretisch mit J = ca. 1 Hz) mit dem Proton an C-3´ (para) ist im Spektrum nicht erkennbar. 
Dem Signal bei 7,04  ppm wurde das Proton an C-2´ zugeordnet. Die Möglichkeit der 
Kopplung mit dem Proton an C-3´(ortho) und C- 6´ (meta) spricht für ein Dublett eines 
Dubletts mit einer breiten ortho- (7,5 Hz) und schmaleren meta-Aufspaltung (J = 3 Hz). Bei 
dem Multiplett-Signal bei ca. 6,8 ppm handelt es sich um zwei übereinander liegende Dubletts 
verursacht durch die Protonen an C-3´ (ortho-Kopplung mit dem Proton an C-2’ mit J = 9 Hz) 
und denen an C- 3´´ und C-5´´ (ortho-Kopplung mit dem Proton an C-2’’ bzw. C-6’’mit 
jeweils J = 9 Hz). Das Proton an C-2 wird durch das Singulett-Signal bei einer chemischen 
Verschiebung von 5,04 ppm sichtbar. Die beiden Signalen im höheren Feld (2,96 ppm und ca. 
2,07 ppm) sind auf das Vorhandensein von Lösungsmitteln (Methanol und Aceton) in der 
Probe zurückzuführen. Das vorliegende NMR-Spektrum inklusive der Integrale bestätigte 
insgesamt die erfolgreiche Synthese von tris-OH-MXC. 
Die Intensitäten der Signale des NMR-Spektrums von tris-OCH3-MXC waren im Verhältnis 
zu dem von tris-OH-MXC sehr schwach, was vermutlich auf zu wenig Testsubstanz in der 
Probe zurückzuführen war. Die Signale der Wasserstoffe an den aromatischen Ringen im 
Bereich zwischen 7,0 und 8,0 ppm waren kaum einzeln aufgelöst, entsprachen aber insgesamt 
denen im tris-OH-MXC-Spektrum. Ebenfalls sichtbar war das Signal des Protons an C-2, 
welches identisch zu dem im tris-OH-MXC-Molekül ist. Die Signale der in tris-OH-MXC 
vorkommenden Hydroxylgruppen waren im Spektrum von tris-OCH3-MXC nicht sichtbar, 
dafür aber ein breiteres Signal bei höherem Feld (ca. 3,82 ppm). Die Höhe des Integrals an 
entsprechender Position ließ auf das Vorhandensein der neun Protonen der drei OCH3-
Gruppen schließen, was für die Identität von tris-OCH3-MXC sprach.   
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4.5 Metabolismus von 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC) 
4.5.1 Der Metabolismus von Methoxychlor im Menschen und im Säugetier 
Der Metabolismus von MXC wurde seit 1948 bereits in zahlreichen Studien untersucht 
[Woodward et al., 1948; Weikel, 1957; Kapoor et al., 1970; Davison et al., 1982]. Durch die 
Verfütterung von MXC an Ratten, Mäuse, Gänse und Hühner konnte nachgewiesen werden, 
dass die Substanz einer metabolischen Aktivierung unterliegt.  Kapoor et al. berichteten 1970 
von fünf (Maus), Davison et al. 1982 von 17 Metaboliten (Huhn). Es wurde angenommen, 
dass Dealkylierungsreaktionen für die Bildung von 1-fach- und 2-fach-demethylierten 
Derivaten von MXC verantwortlich sind. 1977 entdeckten Bulger et al. bei ihren 
Untersuchungen drei Metaboliten, die polarer waren als die Ausgangsverbindung und von 
denen der zweifach-demethylierte eine induzierende Wirkung auf die uterine Ornithin-
Decarboxylase der Ratte zeigte. Dieses deutete auf eine östrogene Wirkung der 
Umwandlungsprodukte hin. Als Folge dessen war nicht MXC selber, sondern die 
Umwandlungsprodukte von Interesse für weitere diesbezügliche Forschungsarbeiten. 
Zusätzlich zu den zu diesem Zeitpunkt bereits bekannten Metaboliten mono-OH-, bis-OH- 
und tris-OH-MXC berichteten Dehal und Kupfer 1994 von der Bildung eines Ring-
hydroxylierten Metaboliten in Lebermikrosomen von Ratten, welcher hauptsächlich in 
Gegenwart von Enzymen der CYP2B-Subfamilie gebildet wurde. Diese Versuche wurden 
bereits in Lebermikrosomen durchgeführt und es ließ vermuten, dass P450 Enzyme an der 
metabolischen Umwandlung von MXC beteiligt sind. 1998 bestätigten Stresser und Kupfer 
durch Versuche mit Mikrosomen aus Insektenzellen, Leberzellen und reinen P450 Enzymen 
diese Vermutung. Von den separat überprüften Isoformen zeigte CYP2C19 die ausgeprägteste 
Demethylase-Aktivität gegenüber MXC, die zur Bildung von mono-OH-MXC führte. Auch 
CYP1A2 und CYP2B6 zeigten, wenn auch in geringerem Maße, die Fähigkeit zur Bildung 
dieses Metaboliten, wohingegen dieser nicht durch die Aktivität von CYP1A1 und -3A4 
gebildet wurde. Weiterführende Untersuchungen von Hu und Kupfer mit Lebermikrosomen 
identifizierten 2002 den Ring-hydroxylierten Metaboliten  als Catechol-MXC und bewiesen 
damit den zweigeteilten Metabolismuspfad von MXC, welcher bereits in Abbildung 1.2 
vorgestellt worden ist. Während die Isoformen CYP1A2, -2A6, -2C8, -2D6 und -2C19 
vorrangig die O-Demethylierungen katalysierten, wurde für CYP3A4, -3A5 und -2B1 (Ratte) 
eine ausgeprägtere Neigung zu Hydroxylierungsreaktionen nachgewiesen. Im Gegensatz zu 
CYP3A4, das kaum aktiv bei Demethylierungsreaktionen war, vermochte CYP2B6 beide 
Arten von Reaktionen zu katalysieren. Für die Isoform CYP1A1 konnte keinerlei Aktivität 
nachgewiesen werden. Zusätzlich zu der Isoform-spezifischen Bildung der Metaboliten von 
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MXC berichteten Hu und Kupfer 2002 weiterhin von der Enantiomerenbildung der chiralen 
Metaboliten mono-OH-MXC und tris-OH-MXC, die ebenfalls als Isoform-spezifisch erkannt 
wurde.  
Wie bereits deutlich geworden ist, wurden die Untersuchungen zum Metabolismus von MXC 
an Säugetieren oder isolierten Mikrosomen aus deren Lebern durchgeführt. Ergebnisse aus 
Untersuchungen mit Pflanzenzellsuspensionskulturen sind kaum vorhanden [Joußen, 2008; 
Gasthaus, 2005] und sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhalten werden.  
 
 
4.5.2 Metabolismusstudien mit 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC) in P450-transgenen und 
nicht transgenen Pflanzenzellsuspensionskulturen von Daucus carota L. und 
Nicotiana tabacum L. 
 
Durch die Metabolismusstudien sollten Umsatzraten und Metaboliten-Muster der nicht 
transgenen und der (P450) transgenen Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. ermittelt 
und mit den Ergebnissen von Soja-, Weizen- und ebenfalls (P450) transgenen 
Tabakzellsuspensionskulturen verglichen werden. Die Identifizierung der Testsubstanz und 
deren Metaboliten erfolgte durch Co-Chromatographie mit nicht radioaktiv markierten 
Referenzverbindungen durch zwei unabhängige Analysemethoden (DC und HPLC). Die 
ermittelten Rf-Werte der Referenzverbindungen waren 0,66 für MXC, 0,54 für mono-OH-
MXC, 0,37 für bis-OH-MXC und 0,24 für tris-OH-MXC (Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat, 
2:2:1, v/v/v, Kap. 3.5.1). Retentionszeiten der Referenzverbindungen für die HPLC (CC 250/4 
NUCLEODUR Sphinx RP-Säule, Kapitel 3.5.3) waren ca. 27 min für MXC, ca. 22 min für 
mono-OH-MXC, ca. 17 min für bis-OH-MXC und ca. 14 min für tris-OH-MXC. Für die 
quantitative Auswertung wurden die HPLC-Ergebnisse der Zellextrakte nach der Hydrolyse 
herangezogen, da von Sandermann et al. (1984) für die DC analytische Schwierigkeiten in 
Form von Artefakten beschrieben wurden, die eine quantitative Auswertung erschweren 
können. Zum Vergleich und zur Absicherung der Ergebnisse werden die aus den 
Zellextrakten mittels DC-Analytik direkt ermittelten Umsatzraten ebenfalls aufgeführt. Die 
Wiederfindungsrate injizierter Radioaktivität am Ende des HPLC-Systems lag bei 100% und 
geringfügig darüber. Letzteres wurde auf eine vernachlässigbare Anreicherung von schwer 
eluierbarer Radioaktivität am Säulenmaterial als Folge zahlreicher vorheriger Messungen mit 
anderen Verbindungen in anderen Studien zurückgeführt. Im Falle der Studien mit MXC 
wurde die Wiederfindung von Radioaktivität bei der HPLC als praktisch quantitativ 
angenommen. Zudem konnte durch regelmäßige Vermessung der Referenzverbindungen eine 
Veränderung der stationären Phase, die Einfluss auf eine Adsorption von MXC und seinen 
Ergebnisse und Diskussion 
_____________________________________________________________________ 
 
 
92 
Metaboliten hätte haben können, nahezu ausgeschlossen. Auch die Wiederfindungsrate an 
Radioaktivität im Hydrolysat lag praktisch bei 100% (oder geringfügig darüber).  Alle 
Berechnungen wurden demnach auf 100% der ursprünglich applizierten Radioaktivität 
bezogen. Aus den Anteilen der applizierten Radioaktivität in Nährmedium (NM), Zellextrakt 
(ZE) und nicht extrahierbare Rückstände (NER) wurde die Bilanz der Radioaktivität 
errechnet, die für eine aussagekräftige Metabolismusstudie zwischen 90% und 100% liegen 
sollte. Wäre dies nicht der Fall gewesen, so hätte die Bildung flüchtiger Komponenten 
vermutet werden müssen. Der Dampfdruck von MXC ist nach Angaben von Miller (2009) als 
extrem gering einzustufen, so dass die Bildung flüchtiger Komponenten ausgeschlossen 
wurde. Niedrigere Wiederfindungsraten, die teilweise zu Beginn der Arbeit aufgetreten 
waren, konnten durch die Verwendung einer neuen Art von Filterpapieren erklärt werden, die 
zuvor nicht für die Aufarbeitung der Metabolismusstudien eingesetzt wurden. Nachdem 
festgestellt wurde, dass die Bilanzen in diesen Experimenten unerwartet niedrig waren, 
wurden die Filterpapiere, die nach der Trennung der Zellen vom Medium in der Regel 
verworfen wurden, aufbewahrt und zusätzlich zu denen der Zelltrümmer einer 
Verbrennungsanalyse unterzogen. Die Anteile an fehlender Radioaktivität konnten auf diese 
Weise wiedergefunden werden. Um welche Verbindung(en) es sich dabei handelte, konnte 
durch die Verbrennungsanalyse nicht geklärt werden.  
Der Anteil an applizierter Radioaktivität im NM und an nicht-extrahierbaren Rückständen lag 
in den meisten Versuchen unter 5%, so dass auf weitere Analysen dieser Fraktionen verzichtet 
wurde. Zur Bestimmung der Umsatzraten von MXC in den einzelnen Kulturen (in %) wurden 
die insgesamt detektierten Anteile an nicht metabolisiertem MXC (in %) von der Bilanz (in 
%) subtrahiert. 
 
4.5.2.1  Studien mit 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC)  in Zellsuspensionskulturen von 
Daucus carota L. (Dc) 
 
In ersten Versuchen wurde das Metabolismus-Verhalten der neu etablierten 
Zellsuspensionkultur von Daucus carota L. gegenüber MXC in Metabolismusstudien 
überprüft. Es wurden 20 µg der Testsubstanz bei 1,5 x 10
6
 dpm appliziert; die Inkubationszeit 
betrug 48 h. Im Folgenden werden die Ergebnisse aus zwei Studien verglichen (Tab. 4.1), 
wobei die erste ca. 12 Monate (Studie 1), die zweite ca. 23 Monate nach Beginn der 
Initiierung der Zellkultur durchgeführt wurde (Studie 2). Zu Beginn jeder Metabolismusstudie 
wurde das Frischgewicht der einzelnen Kulturen bestimmt.  In der ersten Studie lag dieses bei 
6,1 g und einer Standardabweichung (STABW) von 1,3 für die neu etablierte Kultur, was ein 
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vergleichsweise hohes Frischgewicht (Zunahme um den Faktor 6 innerhalb eines 
Wachstumszyklus) mit einer vergleichsweise hohen Streuung war.  
 
 
 
 
 
 
Dc 
Studie 1 
Dc 
Studie 2 
Applizierte Menge an MXC [µg] 20 25 
Inkubationszeit [h] 48 48 
Frischgewicht [g] 6,1 4,1 
14C im Medium [%] 2,4 2,6 
14C im Zellextrakt [%] 73,1 87,3 
Nicht extrahierbares 14C [%] 2,7 0,9 
Wiedergefundenes 14C [%] 78,2 90,8 
Wiedergefundenes 
14
C-MXC [%]* 
 
DC 
(vH) 
14,9 
HPLC 
(nH) 
1,5 
Dc 
(vH) 
13,7 
HPLC 
(nH) 
3,3 
Lösliche Metaboliten [%]* DC 
(vH) 
58,2 
HPLC 
(nH) 
71,5 
Dc 
(vH) 
73,6 
HPLC 
(nH) 
83,9 
 
 
 
Möglicherweise waren geringe Unterschiede in der Menge des eingewogenen Inokulums oder 
der Zusammensetzung des Mediums verantwortlich für die Schwankungen der einzelnen 
Parallelen. Im weiteren Inkubationsverlauf wirkten sich dann wahrscheinlich zusätzlich 
kurzfristige Abweichungen der Temperatur-, Beleuchtungs- und Belüftungsverhältnisse auf 
das Wachstumsverhalten aus. In der zweiten Studie mit diesen Kulturen betrug das FG 4,1 g 
mit einer STABW von 0,1. Dieses deutete auf ein stabileres Wachstum und vermutlich eine 
verstärkte Adaptation an die Inkubationsbedingungen hin.  
Während die Anteile an applizierter Radioaktivität in NM und ZE in beiden Studien 
vergleichbar waren, lagen die Anteile, die als NER gebunden wurden, in der ersten Studie um 
das ca. 3,5-fache höher (Tab. 4.1), jedoch immer noch vergleichsweise tief. Dieses ist 
vermutlich durch einfache Adsorptionsvorgänge während der Passage der Substanz durch die 
Zellwand ins Zellinnere zu erklären, die bei zunehmender metabolischer Aktivität an 
Bedeutung verloren ging (siehe unten).  
Tabelle 4.7: Frischgewichte und Verteilung der Radioaktivität in nicht transgenen 
Pflanzenzell-suspensionskulturen von Daucus carota L. (Dc) nach 48 h der Inkubation und 
Applikation von 25 µg 
14
C-MXC. Die Werte beziehen sich auf 100% der applizierten 
Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). Die Studie 1 wurde ca. 12 Monate, Studie 2 ca. 23 
Monate nach Initiierung der Zellkultur durchgeführt. 
 
* Aufgrund von starken Abweichungen der Ergebnisse der beiden Studien, wurden 
sowohl die Werte der DC der originalen Zellextrakte vor der Hydrolyse als auch die der 
Zellextrakte nach der Hydrolyse angegeben. 
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Die Umsatzrate (Tab. 4.1) von MXC war in der zweiten Studie (berechnet nach Ergebnisse 
der DC vor der Hydrolyse, vH): 63,3%; berechnet nach Ergebnissen der HPLC nach der 
Hydrolyse (nH): 76,7) ca.10% höher als in der ersten (DC vH: 77,1%; HPLC nH: 87,5%), 
wobei sich hinsichtlich der Metaboliten-Profile jedoch kaum Unterschiede feststellen ließen 
(Abb. 4.12). Der Anteil an mono-OH-MXC lag bei der ersten Studie mit 25,4% höher, als bei 
der zweiten Studie (18,8%). Die Anteile an bis-OH-MXC waren zu beiden Zeitpunkten mit 
etwa 9,5% gleich. Die Bildung von tris-OH-MXC (4,6%) war nur in der zweiten Studie 
nachzuweisen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass Daucus carota L. über eine ausgeprägte enzymatische 
Aktivität zur Metabolisierung von MXC verfügte. Dieses ist vermutlich auf das 
Vorhandensein von pflanzeneigenen P450-Monooxygenasen zurückzuführen, da die Produkte 
typisch für diese Enzymklasse sind. Um welche Isoformen es sich im Einzelnen handelte, ist 
bisher nicht bekannt. Es schien, als sei die Umwandlung von mono-OH-MXC zu Catechol-
MXC dabei keine bevorzugte, konstitutiv vorhandene Reaktion im pflanzlichen Metabolismus 
der Karotte. Erst mit fortgesetzter (Monate-langer) Subkultivierung der Zellsuspension 
entwickelte sich offenbar die enzymatische Kapazität zur Bildung von tris-OH-MXC. Dies 
war ein Anzeichen dafür, dass, wie es auch für den humanen Metabolismus bekannt ist, 
unterschiedliche P450-Isoformen an der Umwandlung von MXC in verschiedene Metaboliten 
Abbildung 4.19: Metaboliten-Profil von
 14
C-MXC in Zellsuspensionskulturen 
von Daucus carota L. (Dc) ca. 12 Monate und ca. 23 Monate nach Initiierung 
der Kulturen. Appliziert wurden 20 µg der Testsubstanz bei 1,5 x 10
6
 dpm; die 
Inkubationszeit betrug 48 h. Dc 27.01.2008 bzw. 27.11.2008: Daucus carota, 
Applikationzeitpunkte der Studien 1 und 2. 
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beteiligt sind. Ob zusätzlich das Substrat bis-OH-MXC ein P450-Isozym induziert, das die 
Bildung von tris-OH-MXC katalysiert, blieb unklar.  
Für die weitere Diskussion in der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der zweiten 
Studie zum Vergleich herangezogen.  
 
4.5.2.2  Studien mit 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC) in nicht transgenen 
Zellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum L. (Nt), Glycine max. L. 
(Gm) und Triticum aestivum L. (Ta) 
 
Zusätzlich zu den Metabolismusstudien mit Karottenzellkulturen, wurden solche mit Tabak-, 
Weizen- und Sojazellkulturen durchgeführt. Es wurden 25 µg, bzw. 45 µg (Tabak) der 
Testsubstanz bei 1,5 x 10
6
 dpm appliziert, und die Inkubationszeit betrug 48 h, bzw. 72 h 
(Tabak).  
Wie bereits für die Metabolismusstudien mit Daucus carota L. beschrieben, wurden zu 
Beginn die Frischgewichte aller Kulturen bestimmt. Am letzten Tag des Wachstumszyklus 
betrug dieses 6,6 g (± 1,5) für die Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L., 4,6 g      
(± 0,2) für die von Glycine max. und 2,5 g (± 0,4) für die von Triticum aestivum L. 
Angegeben sind die Mittelwerte aus drei Parallelen  und die STABW in Klammern. 
Tabelle 4.8 zeigt die Verteilung der applizierten Radioaktivität im NM, ZE und die, die als 
NER der untersuchten Zellsuspensionskulturen vorlagen. Weiterhin sind die Mengen an 
wiedergefundenem 
14
C (Bilanz) sowie die Anteile an nicht metabolisiertem MXC und an 
löslichen Metaboliten aufgelistet. Der Anteil an applizierter Radioaktivität, der im NM 
nachgewiesen wurde, betrug weniger als 6%. Der deutlich höhere (ca. 70-87%) im ZE sprach 
für eine gute Aufnahme der Testsubstanz ins Zellinnere oder eine starke Affinität des 
lipophilen MXC für die Zellen. Dies war für die Durchführung von Metabolismusstudien als 
wünschenswert anzusehen, da die für die metabolische Aktivierung notwendigen Enzyme am 
endoplasmatischen Retikulum im Zellinneren lokalisiert sind [Szczesna-Skorupa et al., 1998]. 
Der deutliche Unterschied des Anteils an NER zwischen den Karotten- und Tabakkulturen 
(0,8%) und den Soja- und Weizenkulturen (5,2-5,9%) war vermutlich auf deren 
unterschiedlichen Zellwandaufbau, z.B. den Anteil an Lignin, zurückzuführen. 
Die unterschiedliche Metabolisierungskapazität der einzelnen Kulturen wurde durch den 
Anteil an wiedergefundener Ursprungssubstanz und löslichen Metaboliten deutlich.  
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 Dc Nt Gm Ta 
Applizierte Menge an MXC 
 [µg] 
25 45 25 25 
Inkubationszeit [h] 48 72 48 48 
Frischgewicht [g] 4,1 6,6 4,6 2,5 
14C im Medium [%] 2,6 1,6 5,8 4,6 
14C im Zellextrakt [%] 87,3 74,6 70,2 77,1 
Nicht-extrahierbares 14C 
[%] 
0,8 0,8 5,9 5,2 
Wiedergefundenes 14C [%] 90,7 77,0 81,9 86,9 
Wiedergefundenes 
14
C-
MXC * 
[%] 
DC: 
13,7 
HPLC:  
3,4 
DC: 
2,8 
HPLC:  
5,7 
DC: 
66,8 
HPLC: 
55,8 
DC: 
62,1 
HPLC: 
45,2 
Lösliche Metaboliten * [%] DC: 
73,6 
HPLC: 
83,9 
DC: 
71,8 
HPLC: 
68,9 
DC: 
3,3 
HPLC: 
14,4 
DC: 
15,0 
HPLC: 
31,9 
 
*Aufgrund von starken Abweichungen der Ergebnisse der beiden Studien, wurden sowohl die     
Werte der DC der originalen Zellextrakte vor der Hydrolyse als auch die der Zellextrakte nach der 
Hydrolyse angegeben. 
 
Vergleicht man die Ergebnisse der Kulturen untereinander, so war der Anteil an löslichen 
Metaboliten in der Tabak- und Karottenkultur mit 68,9 und 83,9% deutlich höher als in den 
beiden anderen Kulturen (Soja 14,4% und Weizen 31,9%). Es ergaben sich Umsatzraten von 
87,3% (DC: 77%) für die Karottenkultur, 71,3% (DC: 74,2%) für die Tabakkultur, 26,1% 
(DC:15,1%) für die Sojakultur und 41,7% (DC: 24,8%) für die Weizenkultur. 
In 1988 publizierten Untersuchungen von Schmidt et al. wurden Umsatzraten von 52,7% für 
Soja und 37,4% für Weizen ermittelt. Während die Ergebnisse für Weizen annähernd 
vergleichbar sind, war die Umsatzrate der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sojakultur 
nur halb so hoch (26,1%). Dies ist vermutlich vor allem auf die leicht unterschiedlichen 
Kultivierbedingungen zurückzuführen.  
Abbildung 4.20 zeigt vergleichend die Ergebnisse der HPLC-Analytik der Experimente mit 
den nicht transgenen Kulturen. 
Tabelle 4.8: Verteilung der Radioaktivität in verschiedenen nicht transgenen Pflanzenzell-
suspensionskulturen nach 48, bzw. 72 h der Inkubation und Applikation von 25, bzw. 45 µg 
14
C-MXC. Die Werte beziehen sich auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 
dpm). Dc: Daucus carota, Nt: Nicotiana tabacum, Gm: Glycine max., Ta: Triticum 
aestivum. 
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Durch die Soja- und Weizenkulturen wurden  mono-OH-MXC zu 4,8% bzw. 5,4% gebildet 
und tris-OH-MXC zu 5,9% bzw. 5,5%. In der Tabakkultur konnten 10,3% bis-OH-MXC und 
13,8%  tris-OH-MXC nachgewiesen werden. Der am stärksten vorhandene Metabolit im ZE 
der Karottenkultur war mono-OH-MXC mit 18,8%, gefolgt von bis-OH-MXC mit 9,2% und 
tris-OH-MXC mit 4,6%. Der Anteil des 1-fach-demethylierten Metaboliten war demnach 
doppelt so hoch, wie der des 2-fach-demethylierten und ca. 4-mal so hoch, wie der des 
zweifach-demethylierten und zusätzlich hydroxylierten Metaboliten. 
Der Anteil an Substanzen, die nicht durch Co-Chromatographie identifizierbar war, lag für die 
Karottenkultur mit 51,3% am höchsten, während diese Anteile bei Tabak (36,5%) und Weizen 
(21,1%) deutlich niedriger waren. Bei der Sojakultur konnten alle auftretenden Metaboliten an 
Hand von Referenzverbindungen identifiziert werden. Die Bedeutung der nicht identifizierten 
Substanzen wird in Kapitel 4.5.2.5 separat diskutiert.  
 
Abbildung 4.20: Ausschnitte aus Radio-HPLC-Chromatogrammen der 
Zellextrake der nicht transgenen Zellsuspensionskulturen nach 
chemischer Hydrolyse. Ta: Triticum aestivum, Gm: Glycine max., Dc: 
Daucus carota, Nt: Nicotiana tabacum. Die Identifikation von 
14
C- 
Methoxychlor (1) und seinen Metaboliten (2-4) erfolgte durch Co-
Chromatographie mit nicht radioaktiv markierten 
Referenzverbindungen. Retentionszeiten waren dabei ca. 27  min für 
MXC, ca. 22 min für mono-OH-MXC (2), ca. 17 min für bis-OH-MXC 
(3) und ca 14 min für tris-OH-MXC (4).  5 – 7 verblieben als nicht 
identifizierte Substanzen.  
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Die analoge Untersuchung der Proben mit Radio-DC ist in Abbildung 4.14 dargestellt. 
Weitgehend bestätigten die gewonnenen Daten die Analysen der Proben mittels HPLC. 
Während bei der HPLC ein positives Signal für tris-OH-MXC allerdings nur bei der 
Tabakkultur detektiert werden konnte, wurde dieser Metabolit nach den Ergebnissen der DC 
in allen Kulturen – wenn auch teilweise nur in Spuren – gebildet.  Eine Erklärung dafür 
könnte sein, dass die gebildeten Mengen oder Anteile unter der Detektionsgrenze der Radio-
HPLC lagen, die durch die empfindlichere Radio-DC erreicht wurde. Auch bei der Radio-DC 
zeigte sich ein hoher Anteil an nicht identifizierter Radioaktivität, die am Start und bei Rf-
Werten unter 0,2  aufgefunden wurde. 
 
Abbildung 4.21: Radio-Dünnschichtchromatographie der Zellextrakte 
der nicht transgenen Zellsuspensionskulturen nach chemischer 
Hydrolyse. Ta: Triticum aestivum, Gm: Glycine max., Dc: Daucus 
carota, Nt: Nicotiana tabacum. Die Identifikation von 
14
C-MXC und 
seinen Metaboliten erfolgte durch Co-Chromatografie mit nicht 
radioaktiven Standards. Rf-Werte waren 0,66 für MXC, 0,54 für 
mono-OH-MXC, 0,37 für bis-OH-MXC und 0,24 für tris-OH-
MXC (Toluol-Dichlormethan-Ethylacetat, 2:2:1, v/v/v). 
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4.5.2.3  Metabolismusstudien mit 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC) in P450–
transgenen Pflanzenzellsuspensionskulturen von Daucus carota L.  
Zusätzlich zu den Metabolismusstudien mit nicht transgenen Karottenzellkulturen wurden 
solche durchgeführt, bei denen die Karottenkulturen separat mit den humanen P450 
Isoformen Cyp2c19, Cyp3a4 und Cyp3a4-132 ausgestattet waren (2DcC19, 3DcA4, 3DcA4-
132). Die CYP3A4-Kultur und die CYP3A4-132-Kultur unterschieden  sich durch einen 
132 bp-Einschub zwischen dem Stop-Codon und der Terminationssequenz. Es wurden 25 µg 
der Testsubstanz bei 1,5 x 10
6
 dpm appliziert und die Inkubationszeit betrug 48 h. 
  
a) Die Aktivität von CYP3A4 exprimiert in Zellsuspensionskulturen von 
Daucus carota L. (3DcA4) 
Die 3DcA4-Kultur wurde unter gleichen Versuchsbedingungen in zwei Metabolismusstudien 
getestet. Die zweite Studie wurde ca. 17 Monate nach der ersten durchgeführt. Wegen einer 
Umstellung der HPLC-Software wurden die ZE nach der Hydrolyse aus der ersten Studie ca. 
15 Monate nach der Durchführung erneut vermessen. Auch die ZE nach der Hydrolyse der 
3DcA4-132-Kultur wurden zwei Monate nach der Studie erneut vermessen.   
Alle Ergebnisse sind zusammen mit denen der nicht transgenen Kultur (2. Studie, Kap. 
4.5.2.1) in Tabelle 4.9 dargestellt. Ergebnisse der DC-Analysen wurden, falls durchgeführt, 
ebenfalls angegeben. 
Die Ergebnisse der Dc-Kultur wurden bereits ausführlich in Kapitel 4.5.2.1 beschrieben. Die 
HPLC-Ergebnisse zeigten bei der 3DcA4-Kultur einen deutlichen Unterschied im Anteil an 
wiedergefundenem MXC zwischen der ersten und der zweiten Studie (3,8% und 40,4%), 
wohingegen dieser bei einem Vergleich mit dem Ergebnis des nachgemessenen Extraktes in 
der gleichen Größenordnung lag (2,7%).  
Der Anteil an mono-OH-MXC war im nachgemessenen Extrakt im Vergleich zur ersten 
Studie um den Faktor 9, im Vergleich zur zweiten Studie um den Faktor 6,5 geringer. Die 
Anteile an Catechol-, bis-OH- und tris-OH-MXC waren dabei gestiegen.  Zwischen erster und 
zweiter Studie war der Anteil an  mono-OH-MXC nur um den Faktor 1,3 vermindert.  
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MXC 
 
 
[%] 
mono-
OH-
MXC 
[%] 
Catechol-
MXC 
 
[%] 
bis-
OH-
MXC 
[%] 
tris-
OH-
MXC 
[%] 
Andere 
 
 
[%] 
Dc 
2.Studie DC 
(nH) 
18,9 23,9 - 3,0 - 41,4 
HPLC 
(nH) 
3,3 18,8 - 9,2 4,2 51,3 
3DcA4 
1. 
Studie 
DC 
(nH) 
3,8 47,4 - 0,7 - 18,6 
HPLC 
(nH) 
5,2 41,2 2,6 6,7 - 14,9 
n.E.* HPLC 
(nH) 
2,7 4,6 6,3 13,3 7,2 36,4 
2. 
Studie 
HPLC 
(nH) 
40,4 30,1 - 3,8 - 3,7 
3DcA4-132 
1. 
Studie 
DC 
(nH) 
64,3 2,3 - - - - 
HPLC 
(nH) 
80,1 4,7 - - - - 
n.E.* HPLC 
(nH) 
58,3 8,3 - - - - 
 
* n.E.: nachgemessene Extrakte. Die Extrakte der ZE nach der Hydrolyse wurden wegen einer 
Umstellung der HPLC-Software ca. 15 Monate nach Durchführung der Metabolismusstudie erneut 
HPLC-analytisch vermessen.  
 
 
Der Anteil an nicht identifizierten Substanzen (Andere) war im nachgemessenen Extrakt um 
den Faktor 2,5 höher als in der ersten und um den Faktor 10 höher als in der zweiten Studie. 
Die Anteile an Catechol-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC waren in den beiden Studien 
vergleichbar.  
Ein Vergleich der Ergebnisse der nachgemessenen Extrakte mit denen der Studie der 3DcA4-
132-Kulturen zeigte eine Verminderung des MXC-Anteils um den Faktor 1,4 und eine 
Zunahme von mono-OH-MXC um den Faktor 1,8. Insgesamt war die Auswertung und 
Beurteilung der Ergebnisse für die 3DcA4-Kultur durch die nicht vollständig 
reproduzierbaren Werte erschwert. Eine Umwandlung von mono-OH-MXC durch z.B. 
Tabelle 4.9: Verteilung der wiedergefundenen Radioaktivität auf die Metaboliten in den 
mit Cyp3a4 (3DcA4) und Cyp3a4-132 (3DcA3-132) transformierten und nicht 
transformierten (Dc) Pflanzenzellsuspensionskulturen von Daucus carota L. nach 48 h der 
Inkubation bei einer Applikationsmenge von 25 µg 
14
C-MXC. Die Werte beziehen sich 
auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). 
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photochemische Reaktion wäre denkbar, wobei die Probengefäße aber dicht verschlossen und 
im Dunkeln gelagert wurden. Außerdem zeigten die nachgemessenen HPLC-Proben der ZE 
der 3DcA4-132-Kultur keine deutlichen Abweichungen zur Ausgangsstudie. Eine weitere 
Erklärung könnte ein Auffüllen des Probenvolumens der 3DcA4-Proben mit Methanol zur 
besseren HPLC-Injektion gewesen sein. Für die weitere Diskussion werden die Ergebnisse 
der ersten Studie mit den 3DcA4-Kulturen verwendet, da angenommen wurde, dass diese eher 
den metabolischen Verhältnissen in der Zellkultur entsprachen. 
 
b) Die Aktivität von CYP3A4, CYP3A4-132 und CYP2C19 exprimiert in 
Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. (3DcA4, 3DcA4-132, 
2DcC19) 
In Tabelle 4.3 ist die Verteilung der Radioaktivität in den mit Cyp2c19 (2DcC19), Cyp3a4 
(3DcA4) und Cyp3a4-132 (3DcA3-132) transformierten Pflanzenzellsuspensions-kulturen 
von Daucus carota L. dargestellt. Am letzten Tag des Wachstumszyklus betrug das 
Frischgewicht der 2DcC19-Kultur 3,1 g (± 0,4), das der 3DcA4-Kultur 4,5 g (± 1,2) und das 
der 3DcA4-132-Kultur 3,2 g (± 1,6).   
Die Anteile an wiedergefundener Radioaktivität in den einzelnen Kompartimenten waren den 
bereits beschriebenen Kulturen ähnlich. Der Anteil an NER war in der 3DcA4-Kultur mit 
3,5% am höchsten.  
 
c) Hat die Modifikation des Transformationsvektors Einfluss auf die 
Metabolisierungsfähigkeit von CYP3A4? 
Vergleicht man die Ergebnisse der 3DcA4- und 3DcA4-132-Kultur miteinander, so 
unterschieden sich die Anteile an MXC (3DcA4: 2,7%, 3DcA4-132: 58,3%) und seinen 
löslichen Metaboliten (3DcA4: 67,8%, 3DcA4-132: 8,3%) sowohl qualitativ als auch 
quantitativ. MXC wurde durch die 3DcA4-Kultur fast vollständig umgesetzt, wohingegen in 
der 3DcA4-132-Kultur mehr als die Hälfte (64,3%) unmetabolisiert blieb. Im Gegensatz zur 
3DcA4-Kultur, in deren ZE die drei Hauptmetaboliten mono-OH-, bis-OH- und tris-OH-
MXC und Catechol-MXC nachweisbar waren, konnte im ZE der 3DcA4-132-Kultur nur 
mono-OH-MXC mit einem Anteil von 8,3% identifiziert werden (Abb. 4.15).  
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Dc 3DcA4 3DcA4-
132 
2DcC19 
Applizierte Menge 
an MXC [µg] 
25 25 25 20 
Inkubationszeit [h] 48 48 48 48 
Frischgewicht [g] 4,1 4,5 3,2 3,1 
14C im Medium 
[%] 
2,6 2,3 1,6 4,7 
14C im Zellextrakt 
[%] 
87,3 70,5 66,6 82,9 
Nicht-
extrahierbares 14C 
[%] 
0,8 3,5 2,3 2,3 
Wiedergefundenes 
14C [%] 
90,7 76,3 84,8 90,7 
Wiedergefundenes 
MXC
* 
[%] 
DC:13,7 
HPLC:3,4 
DC:1,9 
HPLC:2,7 
DC:13,4 
HPLC:58,3 
DC:32,8 
HPLC:12,1 
Lösliche 
Metaboliten*[%] 
DC:73,6 
HPLC:83,9 
DC:68,6 
HPLC:67,8 
DC:53,1 
HPLC:8,3 
DC: 49,9 
HPLC:70,8 
 
*Aufgrund von abweichenden Ergebnissen, wurden sowohl die Werte der DC der originalen 
Zellextrakte vor der Hydrolyse und die der Zellextrakte nach der Hydrolyse angegeben.  
 
 
Beide Kulturen (3DcA4 und 3DcA4-132) wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch 
Transformation der zuvor etablierten Karottenkultur angelegt und unter gleichen Bedingungen 
kultiviert (Kap. 3.2.7). Bei ihrem Einsatz für die Metabolismusstudien war die 3DcA4-Kultur 
ca. fünf Monate lang (ca. 14 Zyklen), die 3DcA4-132-Kultur nur zwei Monate lang (ca. 7 
Zyklen) subkultiviert worden. Die Kultur, deren Transformationsvektor um 132 bp zwischen 
Stop-Codon und Terminatorsequenz verkürzt worden war, zeigte eine Umsatzrate, die um ca. 
45% niedriger war, als die der 3DcA4-Kultur, wobei ca. die 12-fache Menge der Testsubstanz 
unmetabolisiert verblieb. Hinsichtlich der qualitativen und quantitativen 
Metabolitenverteilung entsprachen die Ergebnisse der 3DcA4-Kultur denen der nicht 
trangenen Karottenkultur. 
 
 
 
Tabelle 4.10: Verteilung der Radioaktivität in den mit Cyp2c19 (2DcC19), Cyp3a4 
(3DcA4) und Cyp3a4-132 (3DcA4-132) transformierten 
Pflanzenzellsuspensionskulturen von Daucus carota L. nach 48, bzw. 72 h der 
Inkubation und Applikation von 20, bzw. 25 µg 
14
C-MXC. Die Werte beziehen sich 
auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). 
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Eine Erklärung für diese unterschiedlichen Ergebnisse könnte einerseits eine Tiefregulation 
endogener, Karotten-eigener P450-Enzyme zu Beginn der Etablierung der 3DcA4-Kultur 
sein, die Stress-bedingt als Folge der Transformation aufgetreten war. Diese Aktivität sollte 
sich in diesem Fall im Laufe der Zeit wieder erholen. Anderseits könnten die Ergebnisse auch 
auf die Entfernung der 132 bp im Transformationsvektor zurückzuführen sein. Im Gegensatz 
zur Karotte, für die nicht bekannt ist, welche P450-Isoformen am Metabolismus von MXC 
beteiligt sind, ist das humane CYP3A4 hauptsächlich an den Hydroxylierungen von mono-
OH-MXC zu Catechol-MXC und bis-OH-MXC zu tris-OH-MXC beteiligt. Der erste Schritt 
im Metabolismuspfad, die Umwandlung von MXC zu mono-OH-MXC gehört hingegen nicht 
zu den Hauptreaktionen von CYP3A4. 
Man muss annehmen, dass sich die enzymatische Aktivität in den P450-transgenen 
Zellsuspensionskulturen, die zur Umwandlung von MXC führt, aus der pflanzeneigenen und 
der des fremden P450 zusammensetzt, wobei letztere durch die konstituive Überexpression 
vermutlich überwiegen sollte. Ob es zur vollständigen Unterdrückung der pflanzeneigenen 
enzymatischen Aktivität kommt, ist unklar. 
Die Ergebnisse der 3DcA4-132-Kultur scheinen diese Hypothesen belegen. Es verblieb ein 
hoher Anteil an MXC, da die Demethylierung zu mono-OH-MXC durch CYP3A4 nicht 
katalysiert wird. Diese Umwandlung blieb aber auch aus, da in den erst kurz etablierten 
Abbildung 4.22: Verteilung von 
14
C-MXC und seinen Metaboliten im Zellextrakt der  Dc-
3DcA4- und der 3DcA4-132-Kulturen nach chemischer Hydrolyse. Appliziert wurden 20µg 
der Testsubstanz  bei 1,5x10
6
 dpm. 
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transgenen Zellkulturen die endogene P450-Aktivität zur Bildung von mono-OH-MXC 
vermutlich schwach ist. Verstärkt werden könnte dieser Effekt dadurch, dass es zu einer 
Bindung von MXC an CYP3A4 ohne nachfolgende Demethylierung kam. CYP3A4 würde 
demnach gebildet und wäre dann aktiv, wenn eine höhere Karotten-eigene Aktivität 
vorhanden wäre. So standen jedoch zu wenig mono-OH-MXC und bis-OH-MXC als 
geeignetere Substrate für CYP3A4 zur Verfügung und die Metabolismusprozesse endeten an 
dieser Stelle.  
Für die Ergebnisse der länger etablierten 3DcA4-Kultur wäre hingegen das Gegenteil 
anzunehmen und die Umwandlungsprozesse überwiegend auf die hohe pflanzeneigene 
enzymatische Aktivität zurückzuführen. Der hohe Anteil an mono-OH-MXC würde 
hauptsächlich durch P450 der Karotte gebildet und ein Teil könnte als Substrat für CYP3A4 
fungieren, so dass es zur Bildung von Catechol-MXC käme. Da der Anteil an mono-OH-
MXC im Vergleich zu dem von bis-OH-MXC um das 6-fache höher war, ist die 
Wahrscheinlichkeit, dass ein mono-OH-MXC-Molekül an die Substratbindungsstelle von 
CYP3A4 gelangt höher als für bis-OH-MXC, was die Bildung von tris-OH-MXC 
einschränkt.  
Zusammenfassend erscheint es, als spielte der initiierende Metabolismus von MXC durch 
endogene P450 der Karotte eine wichtige Rolle bei der nachfolgenden Katalyse durch 
CYP3A4. Da über die Aktivität dieser P450 und ihre Induktion durch äußere Faktoren in 
Zellkulturen nichts bekannt ist, kann eigentlich nur spekuliert werden. Möglicherweise ist hier 
auch die Ursache für die stark divergierenden Ergebnisse der Experimente mit den Cyp3a4-
transgenen Kulturen und MXC zu suchen (Kap. 4.5.2.3.a). 
Für die weitere Diskussion werden die Ergebnisse der Metabolismusstudien, die mit der 
3DcA4-132-Kultur erhalten wurden, zu Vergleichen herangezogen.   
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d) Die Aktivität von CYP2C19 und CYP3A4 exprimiert in 
Zellsuspensionskulturen von Daucus carota L. (2DcC19, 3DcA4) 
Im Folgenden wird die metabolische Aktivität von CYP2C19 und CYP3A4 in den 
Zellkulturen von Daucus carota L. verglichen. Die Ergebnisse der Metabolismusstudie mit 
den nicht transgenen Karottenkulturen sind ebenfalls angegeben. Wie bereits für alle anderen 
Kulturen beschrieben, lag der Anteil an wiedergefundener Radioaktivität im NM unter 5%, 
wohingegen der Anteil im ZE  66-83% betrug. 2,3% wurden als NER nachgewiesen, womit 
dieser Anteil im Gegensatz zu den nicht transgenen Kulturen um den Faktor 2,9 erhöht war.  
Der Anteil an wiedergefundenem MXC betrug 12,1% und war somit ca. 4,5-mal höher als der 
der 3DcA4-Kultur und ca. 4,5-mal niedriger als der der 3DcA4-132-Kultur. Der Anteil an 
löslichen Metaboliten war mit 70,8% fast ebenso hoch wie der der 3DcA4-Kultur und ca. 8,5-
fach höher als der der 3DcA4-132-Kultur.  
Die Umsatzrate der 2DcC19-Kultur war mit 77,7% der Umsatzrate der 3DcA4-Kultur fast 
gleich (71,1%), um das 3-fache höher, als die der 3DcA4-132-Kultur und um den Faktor 1,1  
niedriger als die der untransformierten Kultur. Der Anteil an nicht umgewandeltem MXC war 
mit nur noch 12% um ca. das 5-fache niedriger als bei der 3DcA4-132-Kultur und der Anteil 
an mono-OH-MXC um das 3-fache höher. Dieses bestätigte die Literaturangaben (Hu und 
Kupfer, 2002), in denen für Cyp2c19 die Beteiligung am ersten Schritt im Metabolismuspfad, 
der Demethylierung zu mono-OH-MXC postuliert wurde. Ebenfalls berichtet wurde die 
weitere Demethylierung von mono-OH-MXC zu bis-OH-MXC, die durch den Nachweis von 
15,7% bis-OH-MXC bestätigt werden konnte. Die Bildung von 6,2% tris-OH-MXC wurde 
vermutlich nicht durch die katalytische Aktivität von Cyp2c19 herbeigeführt, da kein 
Catechol-MXC als Ausgangssubstrat für diese Reaktion vorlag. Demnach ist die Bildung 
vermutlich auf die pflanzeneigene enzymatische Aktivität der Karotte zurückzuführen. Der 
Nachweis von  tris-OH-MXC in der Dc-Kultur belegt diese Annahme zusätzlich. 
 
4.5.2.4  Metabolismusstudien mit 
14
C-Methoxychlor (
14
C-MXC) in P450-
transgenen Pflanzenzellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum  L. 
 
Zusätzlich zu den Metabolismusstudien von MXC mit transgenen Kulturen von Daucus 
carota L. wurden solche mit transgenen Kulturen von Nicotiana tabacum L. durchgeführt. 
Diese waren ebenfalls mit humanem Cyp2c19 und Cyp3a4 und zusätzlich mit Cyp1a1, 
Cyp1a2 und Cyp2b6 transformiert. Es wurden 25 µg der Testsubstanz bei 1,5 x 10
6
 dpm 
appliziert. Die Studien wurden mit Inkubationszeiten von 24 h und 48 h (2NtB6) und 24 h und 
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72 h durchgeführt, um Aussagen über den zeitlichen Verlauf der Umwandlung von MXC zu 
ermöglichen.  
 
a) Die katalytische Aktivität von  CYP2B6 exprimiert in 
Zellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum L. (2NtB6) 
 
Hinsichtlich der Verteilung der applizierten Radioaktivität ergaben sich im Vergleich zu den 
anderen Studien keine nennenswerten Unterschiede. Die entsprechenden Werte sind in 
Tabelle 4.11 dargestellt. 
Die Verteilung der Metaboliten nach der Hydrolyse möglicher Zuckerkonjugate ist in 
Abbildung 4.23 dargestellt. Die Daten waren nicht vollständig konsistent. Während die 
Anteile an mono-OH-MXC, Catechol-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC auf eine 
Verschiebung des Metaboliten-Musters zu den höher polareren Metaboliten (durch 
Demethylierung und Hydroxylierung) schließen lassen, blieben die Gehalte an 
unmetabolisiertem MXC und die der nicht identifizierbaren Metaboliten, beide mit deutlich 
höheren Anteile nach 24 h Inkubation, unerklärlich.  
 
 
 
 
 
 
 Nt 2NtB6 
Applizierte Menge an MXC [µg] 50 25 20 20 
Inkubationszeit [h] 24 48 24 48 
14C im Medium [%] 3,6 2,6 2,6 2,2 
14C im Zellextrakt [%] 84,3 82,2 83,5 85,6 
Nicht-extrahierbares 14C [%] 1,0 1,5 1,0 1,2 
Wiedergefundenes 14C [%] 88,9 86,2 89,3 90,3 
Wiedergefundenes MXC [%]
 55,7 1,5 7,7 30,5 
Lösliche Metaboliten [%] 28,5 80,8 76,0 55,1 
 
Die Ergebnisse der DC-Analyse vor der Hydrolyse zeigten nach 24 h 100% Startaktivität und 
nach der Hydrolyse 19% MXC und 62,5% nicht identifizierte Substanzen. Da die 
Tabelle 4.11: Verteilung der Radioaktivität in der nicht transgenen und den mit Cyp2b6 
transformierten Pflanzenzellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum L. nach 24, bzw. 
48 h der Inkubation und einer Applikationsmenge von 50 µg 
14
C-MXC. Die Werte 
beziehen sich auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). Nt: Nicotiana 
tabacum L., nicht transgene Kultur; 1NtA1: Zellkultur von Nicotiana tabacum L 
transformiert mit Cyp1a1; 1NtA2: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit 
Cyp1a2; 3NtA4: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit Cyp3a4. 
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Transformation der Karottenkultur mit Cyp2b6 nicht erfolgreich war, konnte an dieser Stelle 
auch kein Vergleich der entsprechenden Ergebnisse angestellt werden.  
Im Detail wurde festgestellt, dass innerhalb von 24 h die Ausgangssubstanz bis auf  7,7% 
umgewandelt worden war. Beim größten Anteil der Umwandlungsprodukte (40,1%) handelte 
es sich um Substanzen unbekannter Struktur. Die Bedeutung dieser wird in Kapitel 4.5.2.5 
separat diskutiert.  Es folgten mono-OH-MXC mit etwas mehr als 20%, Catechol-MXC mit 
ca. 3%, bis-OH-MXC mit 8% und tris-OH-MXC mit ca. 3,5%. Nach 48 h war ein größerer 
Anteil an MXC von ca. 23% zu verzeichnen. Der mono-OH-MXC- Anteil blieb nahezu 
unverändert, wohingegen die Anteile an Catechol-, bis-OH- und tris-OH-MXC zunahmen. 
Nur der Anteil der unbekannten Metaboliten nahm um den Faktor 5 ab.  
Unter den zuvor beschriebenen Einschränkungen zeigen die Ergebnisse, dass innerhalb der 
ersten 24 h Inkubation der erste Schritt im Metabolispfad, die Umwandlung von MXC zu 
mono-OH-MXC am bedeutensten war. Nach Hu und Kupfer (2002) ist CYP2B6 für die 
Katalyse dieser Reaktion verantwortlich. Die Ergebnisse deuten demnach auf enzymatische 
Aktivität des Enzyms hin. Allerdings war auch in der nicht transgenen Tabakkultur nach 24 h 
die Bildung von mono-OH-MXC mit einem Anteil von 14,6% zu verzeichnen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Insgesamt schien der erste O-Demethylierungsschritt bei einer Applikationsmenge von 20 µg 
nach ca. 24 h nicht mehr zu einer Zunahme dieses Metaboliten zu führen. Die jeweils neu 
Abbildung 4.23: Verteilung von 
14
C-MXC und seinen Metaboliten nach 24 h und 48 h 
Inkubation in Cyp2b6-transgenen Zellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum. 
Appliziert wurden 20 µg der Testsubstanz  bei 1,5 x 10
6
 dpm. 
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gebildete Menge an mono-OH-MXC schien vermutlich als Substrat für weitere 
Metabolismusschritte zu dienen. Geht man von einer Überexpression des Cyp2b6 in den 
transgenen Tabakkulturen aus, so sollte aus mono-OH-MXC bevorzugt Catechol-MXC 
gebildet werden, was verglichen mit den zuvor beschrieben Kulturen auch der Fall war. Die 
Bildung von bis-OH-MXC durch CYP2B6 ist in der Literatur nicht beschrieben worden, so 
dass die deutlich Metabolisierung zu diesem Umwandlungsprodukte in den Cyp2b6-
transgenen Tabakkulturen auf die Aktivität der Tabak-eigenen P450-Monooxygenasen 
zurückgeführt werden muss. Diese Hypothesen festigen die Ergebnisse der Studie mit nicht 
transgenem Tabak, in der 5,6% Catechol-MXC und 4,8% bis-OH-MXC gebildet wurden. 
Insgesamt scheint die enzymatische Aktivität bewirkt durch Expression des Transgens nicht 
so dominant gewesen zu sein, dass die pflanzeneigene Kapazität zum Metabolismus von 
weitgehend unterdrückt wurde.  
 
b) Die Aktivität von CYP1A1, CYP1A2 und CYP3A4 in Zellsuspensionskulturen      
von Nicotiana tabacum L. (Nt, 1NtA1, 1NtA2, 3NtA4) 
 
Die Metabolismusstudien mit Nt, 1NtA1, 1NtA2 und 3NtA4 wurden mit Inkubationszeiten 
von 24 h und 72 h durchgeführt. Hinsichtlich der Verteilung der applizierten Radioaktivität 
auf die einzelnen Fraktionen ergaben sich, wie Tabelle 4.5 zeigt, im Vergleich zu den anderen 
Studien keine nennenswerten Unterschiede. 
Die Verteilung der Metaboliten ist in Abbildung 4.24 dargestellt. Für alle Kulturen war 
zunächst von 24 h auf 72 h eine zu erwartende Abnahme im Anteil von MXC um das 9-16-
fache festzustellen. Auch der Anteil an mono-OH-MXC nahm in allen Kulturen in diesem 
Zeitraum, und zwar um das 3-5-fache, ab. Außer in der 3NtA4-Kultur nahmen die Anteile an 
Catechol- und bis-OH-MXC in allen Kulturen zu. Während in keiner der Kulturen nach 24 h 
tris-OH-MXC nachzuweisen war, konnte dieses nach 72 h in allen Kulturen mit Anteilen von 
10,2% (1NtA1) – 19,9% (1NtA2) nachgewiesen werden. Es zeigte sich demnach insgesamt 
von 24 h zu 72 h Inkubationszeit ein Trend zu höher demethylierten und zusätzlich 
hydroxylierten Produkten. Auch wenn ihre Struktur in der vorliegenden Arbeit unklar blieb, 
schließt dies wohl überwiegend auch die nicht-identifizierbaren Metaboliten ein. 
Nach Hu und Kupfer (2002) katalysiert CYP3A4 die Bildung von Catechol-MXC aus mono-
OH-MXC und die Bildung von tris-OH-MXC aus bis-OH-MXC. Nach 24 h standen in der 
3NtA4-Kultur sowohl mono-OH- als auch bis-OH-MXC zu etwa gleichen Anteilen als 
Substrat für CYP3A4 zur Verfügung. Geht man von einer, verglichen mit der Tabak-eigenen 
Aktivität, gesteigerten Aktvität von CYP3A4 aus und berücksichtigt, dass die Menge an 
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mono-OH-MXC um etwa den Faktor 4 abnahm, die von bis-OH-MXC hingegen nur um den 
Faktor 1,3, so scheint mono-OH-MXC das bevorzugte Substrat für CYP3A4 zu sein.  
 
 
 
 
 
 
 Nt 1NtA1 1NtA2 3NtA4 
Applizierte Menge an MXC 
[µg] 
50 50 50 50 50 50 50 50 
Inkubationszeit [h] 24 72 24 72 24 72 24 72 
14C im Medium [%] 3,6 1,6 4,2 1,1 2,7 0,9 2,1 2,2 
14C im Zellextrakt [%] 84,3 74,6 82,4 74,8 84,6 89,5 83,5 77,7 
Nicht-extrahierbares 14C 
[%] 
1,0 0,8 1,8 1,5 1,8 2,7 1,8 1,5 
Wiedergefundenes 14C 
[%] 
88,9 77,0 88,5 77,4 89,1 93,1 87,4 81,4 
Wiedergefundenes MXC 
[%]
 55,7 3,1 50,1 3,8 42,0 0,0 24,6 2,2 
Lösliche Metaboliten [%] 28,5 71,7 32,3 71,1 42,6 89,5 58,8 75,6 
 
Die Bildung von tris-OH-MXC von 12,3% wäre demnach eher auf die pflanzeneigene 
Aktivität zurückzuführen. In früheren Arbeiten mit der 3NtA4-Kultur [Schmidt, 2006b] trat 
bei verschiedenen Verbindungen die Frage auf, ob mit dem Transforamtionsvektor 
spRNY3A4 erfolgreich Cyp3a4-transgene Tabakzellkulturen, die ein funktionsfähiges 
CYP3A4 exprimieren, produziert worden waren. Der hohe Anteil an Catechol-MXC (16,3%), 
der in der vorliegenden Arbeit detektiert wurde, spricht für ein funktionstüchtiges Protein, da 
der Catechol-Anteil in der Nt-Kultur um etwa 10% geringer war (siehe unten). 
In der Nt-Kultur wurde ebenfalls ein Anteil von 12,5% tris-OH-MXC gebildet. Ausgehend 
von mono-OH-MXC nahm der Anteil an bis-OH-MXC stärker zu, als der von Catechol-
MXC. Die Ergebnisse für die 1NtA2-Kultur entsprachen Literaturabgaben, nach denen die 
Hauptreaktionen im Metabolismus von MXC, die von CYP1A2 katalysiert werden, die O-
Demethylierung von MXC zu mono-OH-MXC und die nachfolgene Demethylierung zu bis-
OH-MXC sind. Nach 24 h zeigte die Cyp1a2-Kultur im Vergleich zu allen anderen den 
Tabelle 4.12: Verteilung der Radioaktivität in der nicht transgenen und den transgenen 
Pflanzenzellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum L. nach 24, bzw. 72 h der 
Inkubation und einer Applikationsmenge von 50 µg 
14
C-MXC. Die Werte beziehen sich 
auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). Nt: Nicotiana tabacum L., 
nicht transgene Kultur; 1NtA1: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit 
Cyp1a1; 1NtA2: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit Cyp1a2; 3NtA4: 
Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit Cyp3a4. 
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höchsten Anteil an mono-OH-MXC (27,4%) und nach 72 h den höchsten Anteil an bis-OH-
MXC (17,5%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für CYP1A1 waren keine Literaturangaben in Bezug auf den Metabolismus von MXC 
verfügbar. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen für eine gleichermaßen stattfindende 
Umwandlung von mono-OH-MXC zu bis-OH- und Catechol-MXC – mit der Nt-Kultur 
vergleichbaren Anteilen. Da keiner der beiden Metaboliten nach 24 h deutlich abnahm, war 
die Bildung von tris-OH-MXC vermutlich auf die Tabak-eigene enzymatische Aktivität 
zurückzuführen.  
 
c)  Die Aktivität von CYP2C19 exprimiert in Zellsuspensionskulturen von  
Daucus carota L. (2DcC19) und Nicotiana tabacum L. (2NtC19)  
 
In den Metabolismusstudien mit den P450-transgenen Zellsuspensionskulturen kann die 
exogen applizierte Substanz, im vorliegenden Fall Methoxychlor, sowohl durch die 
pflanzeneigene metabolische Kapazität als auch durch die Expression des eingebrachten Gens 
bedingte enzymatische Aktivität umgesetzt werden. Der Vergleich des Umsatzes und der 
Umwandlungsprodukte in den transgenen und den entsprechenden nicht transgenen Kulturen 
sollte einen Rückschluss auf die Aktivität des heterolog exprimierten fremden Enzyms 
Abbildung 4.24: Verteilung von 
14
C-MXC und seinen Metaboliten nach 24 h und 72 h der 
Inkubation. Appliziert wurden 20µg der Testsubstanz bei 1,5x10
6
 dpm. Nt: Nicotiana 
tabacum L., nicht transgene Kultur; 1NtA1: Zellkultur von Nicotiana tabacum L 
transformiert mit Cyp1a1; 1NtA2: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit 
Cyp1a2; 3NtA4: Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit Cyp3a4. 
 
 
Ergebnisse und Diskussion 
_____________________________________________________________________ 
 
 
111 
ermöglichen. Dieser Rückschluss wird umso deutlicher oder einfacher, je geringer die 
enzymatische Kapazität der  Pflanze selber gegenüber der Testsubstanz ist. 
In vorhergehenden Arbeiten wurden am Institut für Umweltforschung durchweg P450-
transgene Zellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum eingesetzt. Durch Etablierung der 
nicht transgenen und entsprechender P450-transgener Kulturen von Daucus carota L. sollte 
überprüft werden, ob kultivierte Zellen dieser Spezies einen geringeren Umsatz von MXC 
(und gegebenenfalls weiteren Substanzen) auf Grund ihrer eigenen enzymatischen 
Ausstattung, insbesondere bezüglich Cytochrom P450-Monooxygenasen, aufweisen. 
Zusätzlich sollte es sich um eine Pflanzenart handeln, die durch Agrobakterien zu 
transformieren war; dieses ist für Daucus carota in der Literatur beschrieben [Hardegger und 
Sturm, 1998].  
 
 
 
 
 
 
 Dc Nt 2DcC19 2NtC19 
Applizierte Menge an MXC 
[µg] 
25 25 20 25 
Inkubationszeit [h] 48 48 48 48 
14C im Medium [%] 2,6 2,6 4,7 2,2 
14C im Zellextrakt [%] 87,3 82,2 82,9 82,5 
Nicht extrahierbares 14C 
[%] 
0,8 1,5 2,3 1,1 
Wiedergefundenes 14C 
[%] 
90,7 86,2 90,7 85,7 
Wiedergefundenes MXC 
[%]
 3,4 1,5 12,1 0,0 
Lösliche Metaboliten [%] 83,9 80,8 70,8 82,5 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Metabolismusstudien mit MXC in Cyp2c19-transgenen 
Zellkulturen von Daucus carota und Nicotiana tabacum zeigten für die Karottenkultur mit 
87,3% eine Umsatzrate, die um 16% über der der Tabakkultur lag.  Die Verteilung der 
Radioaktivität auf die verschiedenen Fraktionen war der in den zuvor diskutierten Studien 
vergleichbar (Tab. 4.13). Als Hauptmetaboliten konnten mono-OH-, bis-OH- und tris-OH-
MXC eindeutig identifiziert werden (Abb. 4.25, Chromatogramm, siehe Abb. 4.26), wobei 
Catechol-MXC nur in nicht auswertbaren Spuren auftrat. 
Tabelle 4.13: Verteilung der Radioaktivität in den nicht transgenen und den Cyp2c19-
transgenen Pflanzenzellsuspensionskulturen von Daucus carota L. und Nicotiana tabacum 
L. nach 48 h der Inkubation und einer Applikationsmenge von 20, bzw. 25 µg 
14
C-MXC. 
Die Werte beziehen sich auf 100% der applizierten Radioaktivität (ca. 1,5  x 10
6
 dpm). 
Dc: Daucus carota L., nicht transgene Kultur; Nt: Nicotiana tabacum L., nicht transgene 
Kultur; 2DcC19: Zellkultur von Daucus carota L transformiert mit Cyp2c19; 2NtC19: 
Zellkultur von Nicotiana tabacum L transformiert mit Cyp2c19. 
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Der im Vergleich zur nicht transgenen Kultur um 6,5% höhere Anteil an bis-OH-MXC war 
vermutlich auf die Aktivität von CYP2C19 zurückzuführen. Da diese P450-Isoform nach der 
Literatur [Hu und Kupfer, 2002] zur Bildung von tris-OH-MXC als Substrat Catechol-MXC 
benötigt, war vermutlich tris-OH-MXC nur in Spuren nachweisbar. Der erste Schritt im 
Metabolismuspfad soll nach Literaturangaben [Hu und Kupfer, 2002] von CYP2C19 
katalysiert werden.  Für die  Bildung von mono-OH-MXC konnte bei einem Vergleich der 
Ergebnisse der Dc- und 2DcC19-Kultur kein nennenswerter Unterschied festgestellt werden 
(18,8% / 24,8%). Es schien demnach nur die katalytische Aktivität der Karotte für diese 
Umwandlungsreaktion verantwortlich zu sein.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei der Cyp2c19-transgenen Tabakkultur war der Anteil an mono-OH-MXC niedriger als bei 
der analogen Karotten-Kultur, der von Catechol-MXC jedoch deutlich höher. Es schien eine 
rasche Umwandlung in Richtung dieses Metaboliten stattzufinden. Im Gegensatz zur 
Karottenkultur schien die Tabakkultur über vermutlich P450 oder ähnliche Enzmye zu 
verfügen, die mit mono-OH-MXC als Substrat die Hydroxylierung zu Catechol-MXC 
katalysieren können. Dabei geschah die Bildung von tris-OH-MXC in dieser Tabakkultur 
vermutlich hauptsächlich über Catechol-MXC und nicht über bis-OH-MXC.  
Abbildung 4.25: Verteilung von 
14
C-MXC und seinen Metaboliten im Zellextrakt der  
nicht transgenen und Cyp2c19-transgenen Kulturen von Daucus carota L. und Nicotiana 
tabacum L. Appliziert wurden 20µg der Testsubstanz  bei 1,5 x 10
6
 dpm. 
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Aus den Ergebnissen kann aber vorsichtig gefolgert werden, dass CYP2C19 in beiden 
Kulturen, das heißt in der transgenen Karotten- und Tabak-Kultur enzymatisch aktiv war, die 
enzymatische Aktivität dieses humanen P450-Isozyms aber durch die jeweils pflanzeneigene 
mehr oder weniger beeinflusst zu sein scheint. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die beobachteten Metaboliten-Muster sind nicht durch alleinige katalytische Wirkung des 
exprimierten Gens zu erklären. Nach Literaturangaben (Hu und Kupfer, 2002) hätten dann nur 
mono-OH-MXC und bis-OH-MXC auftreten sollen.   
 
4.5.2.5  Nicht identifizierte Substanzen  
Neben den durch Co-Chromatographie identifizierten Metaboliten von MXC verblieb ein, 
teilweise hoher Anteil der wiedergefundenen Radioaktivität nicht identifiziert. Für die Dc-
Kultur betrug der Anteil etwas mehr als 50%, wohingegen es bei der Tabakkultur 30% waren. 
Bei den Cyp2C19-transgenen Kulturen von Daucus carota L. und Nicotiana tabacum L. lag 
der prozentuale Anteil bei 15-25%. Möglicherweise handelt es sich um, während der 
chemischen Hydrolyse nicht gespaltene Glykoside der hydroxylierten Verbindungen. In 
Abbildung 4.27 sind beispielhaft die HPLC-analytischen Ergebnisse der ZE der 2DcC19-
Abbildung 4.26: Ausschnitte aus Radio-HPLC-Chromatogrammen der 
Zellextrake der 2NtC19- und 2DcC19-Kulturen nach chemischer Hydrolyse. 
Die Identifikation von 
14
C-MXC (1) und seinen Metaboliten (2-4) erfolgte 
durch Co-Chromatografie mit nicht radioaktiv markierten 
Referenzverbindungen. Retentionszeiten waren dabei ca. 27 min für MXC, ca. 
22 min für mono-OH-MXC (2), ca. 19 min für Catechol-MXC (3), ca. 17 min 
für bis-OH-MXC (4), und ca. 14 min für tris-OH-MXC (5).  6 und 7 verblieben 
als nicht identifizierte Substanzen.  
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Kultur vor und nach der Hydrolyse einander gegenübergestellt. Während vor der Hydrolyse 
weder bis-OH-MXC noch tris-OH-MXC nachweisbar waren, traten diese nach der Hydrolyse 
mit Anteilen von 18,9%, bzw. 7,5% auf. Dieses spricht generell für das Vorhandensein von 
konjugierten, vermutlich glycosilierten Verbindungen und den korrekten Verlauf der 
Reaktion. Denkbar ist allerdings eine Hydrolyse, die entweder zu keiner oder nur zu einer 
teilweisen Abspaltung der Zuckermoleküle bei den vermutlich mehrfach glycosylierten 
Verbindungen bis-OH-MXC und tris-OH-MXC geführt hat. Die weniger glycosilierten 
Verbindungen würden bei den gewählten HPLC-Bedingungen später eluierten (z.B. 
Metaboliten 5 und 8, Abb. 4.27). Es könnte sich bei den Metaboliten 5 und 8 in Abbildung 
4.27 aber auch um im Verlauf der Hydrolyse entstandene Nebenprodukte handeln. 
 
 
 
 
 
 
4.5.2.6  Zusammenfassung und Ausblick der Metabolismusstudien 
Die im Rahmen der vorliegenden Metabolismusstudien eingesetzten Pflanzenzell-
suspensionskulturen haben sich insgesamt als geeignete in vitro Modellsysteme zur 
Untersuchung der Metabolisierbarkeit von MXC erwiesen. Unter den eingesetzten nicht 
transgenen Zellsuspensionskulturen zeigte die von Daucus carota L. die höchste Umsatzrate. 
Wünschenswert wäre eine deutlich niedrigere gewesen, da in diesem Fall die enzymatische 
Aktivität der humanen P450 Enzyme deutlicher erkennbar gewesen wäre. Sowohl in den nicht 
Abbildung 4.27: Vergleich der Zellextrakte (ZE) der 2DcC19-Kultur vor und nach der Hydrolyse. 
2DcC19 vH: ZE der Cyp2c19-transgenen Kultur von Daucus carota L. vor der Hydrolyse; 2DcC19 
nH: ZE der Cyp2c19-transgenen Kultur von Daucus carota L. nach der Hydrolyse. Die 
Identifikation von 
14
C-MXC (1) und seinen Metaboliten (2-4) erfolgte durch Co-Chromatografie mit 
nicht radioaktiv markierten Referenzverbindungen. Retentionszeiten waren dabei ca. 27 min für 
MXC, ca. 22 min für mono-OH-MXC (2), ca. 17 min für bis-OH-MXC (3), und ca. 14 min für tris-
OH-MXC (4). 5, 6, 7, 8 und 9 verblieben als nicht identifizierte Substanzen. 
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transgenen als auch in den transgenen Kulturen konnten die in der Literatur beschriebenen 
Hauptmetaboliten mono-OH-, bis-OH, tris-OH- und Catechol-MXC nachgewiesen werden. 
Auch die beschriebene Isoform-Spezifität der humanen P450 hinsichtlich der 
Metabolitenbildung wurde überwiegend deutlich. Der Einfluss der Modifikation des 
Transformationsvektors für das Cyp3a4 im Hinblick auf die Metabolisierungsfähigkeit der 
Kultur konnte nicht abschließend geklärt werden, da die Ergebnisse nicht eindeutig waren. 
Zur Verifizierung der vorliegenden Ergebnisse sollten deshalb sowohl die Studien mit der 
3DcA4-, als auch die mit der 3DcA4-132-Kultur unter gleichen Bedingungen wiederholt 
werden. Ebenfalls wäre eine Transformation der Nt-Kultur mit dem Transformationsvektor 
spsmamc3A4 und ein Vergleich der Ergebnisse mit denen der bereits vorhandenen 3NtA4-
Kultur sinnvoll. Durch Zeitkinetikstudien konnte bewiesen werden, dass ein 
Inkuabtionszeitraum von 24 h zu kurz für die Metabolisierung der eingesetzten Menge der 
Testsubstanz war. Selbst nach 72 h war noch nicht die gesamte Menge an MXC 
umgewandelt. Eine Studie mit einer Inkubationszeit von z.B. 96 h könnte eine vollständige 
Umwandlung und gleichzeitig die höchste Ausbeute der einzelnen Metaboliten erbringen. 
Letzteres wäre interessant, wenn die Zellkulturen für die Produktion und Isolierung von 
Metaboliten oder Metabolitenfraktionen von MXC für weitere Untersuchungen verwendet 
werden sollen.  Bedingt durch die vorhandene pflanzeneigene enzymatische Aktivität in den 
transgenen Zellkulturen unterscheiden sich auch die Ergebnisse der mit Cyp3a4 und Cyp2c19  
transformierten Karotten- und Tabakkultur. Ob dieses generell oder nur für MXC gilt, könnte 
durch Studien mit anderen Testsubstanzen untersucht werden. Weitere Aufklärung der 
Struktur der nicht identifizierten Substanzen könnte durch die Isolation und HPLC-oder GC-
MS-analytische Untersuchung z.B. der Metaboliten 6 und 7 (Abb. 4.27) erhalten werden.  
 
4.6 Trennung der (R/S)-Enantiomere von mono-OH-Methoxychlor 
(mono-OH-MXC) und tris-OH-Methoxychlor (tris-OH-MXC) 
4.6.1 Enantiomere 
Moleküle, die sich bei gleicher chemischer Struktur in der räumlichen Anordnung der Atome 
unterscheiden, nennt man Stereoisomere.  Zwei Stereoisomere, die sich wie ein Gegenstand 
und dessen Spiegelbild verhalten und die nicht zur Deckung gebracht werden können, sind 
Enantiomere. Sie haben die gleichen physikalischen und chemischen Eigenschaften und 
unterscheiden sich nur in ihrer Wechselwirkung mit polarisiertem Licht. Strukturen, deren 
Spiegelbild nicht mit dem Original zur Deckung gebracht werden kann, werden als chiral 
bezeichnet. Stereoisomere mit Chiralitätszentren, die keine Enantiomere sind, werden 
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Diastereomere genannt und unterscheiden sich in ihren physikalischen und chemischen 
Eigenschaften, wie Siedepunkt, Schmelzpunkt, Löslichkeit, usw. Sie können durch übliche 
Trennmethoden, wie z.B. Chromatographie getrennt werden [Latscha et al., 2005; Carey und 
Sundberg, 1995] 
Die Ursache für die Chiralität von Molekülen ist ein C-Atom, dass mit vier verschiedenen 
Substituenten verbunden ist und als asymmetrisches C-Atom (*C) bezeichnet wird; die 
Verbindungen nennt man dann auch optisch aktiv. Eine Verbindung des Typs R
1
R
2
CL2 mit 
zwei verschiedenen achiralen Substituenten R
1
 und R
2
 und zwei gleichen Substituenten L, wie 
es MXC ist (Abb. 1.1) wird als prochiral bezeichnet. Moleküle diesen Types enthalten kein 
chirales C-Atom, können aber durch selektive Umwandlung eines der Substituenten L in 
einen  Substituenten S chiral werden (Abb. 4.19). Es entsteht dadurch ein asymmetrisches C-
Atom. Die Substituenten L werden als enantiotop bezeichnet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Bei der Umwandlung von MXC zu mono-OH-MXC entsteht die Chiralität dadurch, dass eine 
Methoxygruppe zur Hydroxygruppe wird, was einen der beiden Methoxyphenylsubstituenten 
zu einem Hydroxyphenylsubstituenten verändert. Die Substituenten im Molekül von bis-OH-
MXC sind durch die Demethylierung einer weiteren Methoxygruppe wieder gleich, so dass 
das Molekül keine Chiralität aufweist. Durch die Einführung der dritten Hydroxylgruppe bei 
der Umwandlung zu tris-OH-MXC variiert wiederum einer der Substituenten, was dem 
Molekül Chiralität verleiht.  
Bei der konventionellen Synthese chiraler Verbindungen entsteht i.d.R. ein Gemisch beider 
Enantiomere im Verhältnis 1:1. Da sich Enantomere häufig in ihren biologischen Wirkungen 
unterscheiden, ist die  Trennung von Enantiomeren von Interesse. Möglichkeiten dazu sind 
das mechanische Auslesen der kristallinen Enantiomere, eine Racematspaltung über 
Diastereomere, eine Racematspaltung mit Hilfe von Enzymen oder der Einsatz von chiralen 
chromatographischen Trennmethoden. Letztere zählen zu den neueren Methoden, die vor 
allem für analytische Zwecke geeignet sind.   
Abbildung 4.28: Entstehung eines chiralen Moleküls 
aus einer prochiralen Vorstufe. Durch selektive 
Umwandlung eines der Substituenten L in einen 
Substituenten S entsteht ein asymmetrisches C-Atom 
(*C) und das Molekül ist chiral.  
C
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4.6.2 Chirale HPLC (NUCLEODEX-γ-PM, Macherey-Nagel) 
Zur chromatographischen Trennung von Enantiomeren eignet sich der Einsatz optisch aktiver 
Adsorbentien, wie z.B. Glukosederivate. Die beiden Enantiomeren adsorbieren dann 
unterschiedlich stark an das ebenfalls chirale Adsorbens und eluieren so mit unterschiedlichen 
Retentionszeiten.  
 
 
 
 
 
Zeit 
[min] 
% B Dauer 
[min] 
0 35 0 
5 70 40 
35 70 5 
40 35 5 
45 35 5 
 
Die Auftrennung der Syntheseprodukte von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC in ihre 
Enantiomere wurde an einer Säule getestet, deren Trennmechanismus auf der Wirkung von 
Cyclodextrinen als chirale Selektoren beruhte.  
Es handelt sich dabei um cyclische Oligosaccharide aus Glukosebausteinen, deren Einsatz in 
der Chroamtographie in den letzten 10 Jahren stark zugenommen hat. Sie sind bekannt für 
ihre ausgeprägte Enantioselektivität gegenüber vielen Substanzen, ihre Durchlässigkeit für 
UV-Licht und ihre gute Wasserlöslichkeit. Außerdem sind sie in unterschiedlichen Größen 
erhältlich und kostengünstig. α-Cyclodextrin besteht aus sechs Glukose-Einheiten, ß-
Cyclodextrin aus sieben Glukoseeinheiten und γ-Cyclodextrin, welches der chirale Selektor 
der NUCLEODEX-γ-PM ist, aus acht Glukoseeinheiten. Die Trennung von Racematen ist 
möglich, da es durch die chiralen Zuckerbausteine der Cyclodextrine zu enatioselektiven 
Wechselwirkungen kommt. Die guten Trennleistungen sind auf den Unterschied zwischen der 
internen und externen Hydrophobitziät zurückzuführen [Chromatographia Supplement, 54, 
2001].  
 
Tabelle 4.14: Zeitprogramm der Gradienten-elution für die 
HPLC-Analyse von 
14
C-MXC auf der NUCLEODEX-γ-PM 
Säule (Macherey-Nagel). Eluent A: Wasser + 0,2% 
Essigsäure, Eluent B: Acetonitril + 0,2% Essigsäure.  Die 
Messungen erfolgten bei 20 °C. 
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Dieser entsteht durch die Anordnung der Glukosebausteine, durch die eine Art Hohlraum 
entsteht. Das Innere ist lipophil, so dass ein unpolarer Teil des Probenmoleküls in den 
Cyclodextrinring eindringen kann. Dabei bilden sich Einschlusskomplexe, deren Stabilität für 
die Retention der Verbindung verantwortlich ist. Sind die Cyclodextrine, wie im Fall der 
verwendeten Säule, zusätzlich permethyliert, d.h. alle Hydroxygruppen zu Methoxygruppen 
derivatisiert, so ist die Selektivität durch die Art und Anzahl der Wechselwirkungen erhöht. 
Der innere Hohlraum wird vergrößert und die Hydrophobie der Öffnung erhöht. Die Fähigkeit 
zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen ist geringer, was unnötige und 
unspezifische Wechselwirkungen verringert [Macherey-Nagel, 2005, ChromCat 
d2/0/0/1.2005 BV].   
Als Zeitprogramm für die beste Trennleistung stellte sich das in Tabelle 4.14 dargestellte 
heraus. Die Probe war dabei im Anfangseluenten (Wasser-Methanol, 65:35, v/v) gelöst, die 
Fließrate betrug 0,8 mL/min und  das Injektionsvolumen 20 µl. Abbildung 4.29 zeigt das 
entsprechende HPLC-Chromatogramm der Analyse eines Gemisches der 
Referenzverbindungen MXC, mono-OH-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC.  
Es konnte eine Trennung des untersuchten Gemisches in seine Einzelsubstanzen und auch 
Enantiomere erreicht werden.  Retentionszeiten waren dabei 50,85 min für MXC, 45,4, bzw. 
46,13 min für mono-OH-MXC, 39,98 min für bis-OH-MXC und 36,63, bzw. 37,28 min für 
tris-OH-MXC. Eine Auftrennung der (R/S)-Enantiomere der chiralen Verbindungen mono-
Abbildung 4.29: Ausschnitt des HPLC-Chromatogrammes eines Gemisches der 
Referenzverbindungen MXC mono-OH-MXC, bis-OH-MXC und tris-OH-MXC gelöst in Methanol 
(HPLC Grade).Die Retentionszeiten sind 50,85 min für MXC, 45,4, bzw. 46,13 min für mono-OH-
MXC, 39,98 min für bis-OH-MXC und 36,63, bzw. 37,28 min für tris-OH-MXC. Die Auftrennung 
erfolgte an einer NUCLEODEX-γ-PM Säule (Macherey-Nagel). 
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OH-und tris-OH-MXC bis zur Basislinie war unter Anwendung dieses Zeitprogrammes nicht 
möglich. Es konnte lediglich eine Aufspaltung des Signals von mono-OH-MXC und tris-OH-
MXC im oberen Drittel erreicht werden. In weiteren Versuchen wurden die HPLC-
Bedingungen dahingehend verändert, dass sowohl der Anteil des unpolaren Fließmittels und 
die Geschwindigkeit des Gradienten erhöht und die Flussrate erniedrigt wurden. Auch 
isokratische Messungen wurden durchgeführt. Eine Verbesserung der Trennleistung für die 
Enantiomere konnte durch keine der Modifikationen erreicht werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gute Trennleistungen wurden nach Angaben des Herstellers für das Barbiturat Prominal 
(Abb. 4.21) erhalten und Cantillana et al. (2009) konnten die Enantiomere von o, p´-DDD 
(Abb. 4.21) trennen. Die Strukturformeln der Substanzen sind in Abbildung 4.30 dargestellt. 
Vermutlich ist die unzureichende Trennleistung für mono-OH-MXC und tris-OH-MXC auf 
das Vorhandensein der funktionellen Gruppen (-OH) zurückzuführen.  
Diese erhöhen die Polarität des Moleküls, was für die Wechselwirkung mit der stationären 
Phase von Nachteil sein kann. Vergleicht man die Aufspaltung der Signale von mono-OH-
MXC und tris-OH-MXC im oberen Drittel, so scheint die Trennleistung für den 1-fach 
hydroxylierten Metaboliten besser zu sein, als die für den 3-fach hydroxylierten. Die einzelne 
Hydroxygruppe von mono-OH-MXC scheint so die Trennleistung weniger zu beeinflussen, 
als die drei von tris-OH-MXC. Die Verwendung einer z.B. NUCLEODEX ß-OH- Säule mit  
freien Hydroxylgruppen des Oligosaccharids könnte möglicherweise zu einer höheren 
Trennleistung führen.  
ClCl
Cl
Cl
N
NH
OO
O
CH3
H3C
CCl3
H3CO OH
CCl3
HO OH
OH
1 2 
3 4 
Abbildung 4.30: Strukturformeln von o,p´-DDD (1), Prominal (2), 
mono-OH-MXC (3) und tris-OH-MXC (4). 
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Weiterhin ist die Entfernung zwischen dem chiralen Zentrum des Moleküls bis zur Position 
der funktionellen Gruppen, die zur Unterschiedlichkeit der Substituenten führen, bei den 
Metaboliten von MXC größer (2 C-Atome) als bei z.B. o,p´-DDD. Auch dieses könnte die 
Bindungsaffinität für die stationäre Phase bei beiden Enantiomeren eher ausgeglichen, also 
die Trennleistung negativ beeinflusst haben. 
 
4.6.3 Umwandlung in Diastereomere 
Da durch die chromatographische Trennung an der zur Verfügung stehenden  NUCLEODEX-
γ-PM-Säule kein optimales Trennergebnis für die Syntheseprodukte von mono-OH-MXC und 
tris-OH-MXC erreicht werden konnte, sollte durch Umwandlung der Enantiomere in 
Diastereomere mit Hilfe des chiralen Reagenzes (-)-Menthoxyacetylchlorid und nachfolgende 
klassische Racematspaltung die gewünschte Trennung der Enantiomere herbeigeführt werden.  
Der Vorversuch der Versterung von 1-Naphthol führte zur Bildung von ca. 31 mg des 
gewünschten veresterten Produktes, welches in einem weiteren Versuch mit einer Ausbeute 
von ca. 28 mg wieder gespalten werden konnte. Die nachfolgende Versterung von mono-OH-
MXC führte ebenfalls zur Bildung von ca. 34 mg des gewünschten veresterten Produktes. 
Dieses entsprach einer Ausbeute von 61%. Nach Aufreinigung durch präparative DC lagen 
6,8 mg des reinen Produktes vor. Die eigentlich dann vorliegenden Diastereomere konnten 
jedoch weder mittels GC-MS noch durch DC oder HPLC getrennt werden, so dass auf weitere 
Untersuchungen verzichtet wurde. 
 
4.6.4 Chirale DC  
Durch die Behandlung der inerten Kieselgeloberfläche von DC-Platten mit chiralen 
Reagenzien, wie z.B. (-)-Brucin oder (-)-Weinsäure hat auch die Bedeutung der 
dünnschichtchromatographischen Analyse im Bereich der Enantiomerentrennung in den 
letzten Jahren zugenommen [Bushan und Ali, 1993].  
Die Auftrennung der Syntheseprodukte (jeweils Racemate) von mono-OH-MXC und  tris-
OH-MXC  sowie die des Produktes der Veresterungsreaktion von mono-OH-MXC mit (-) -
Menthoxyacetylchlorid in ihre Enantiomere wurde an einer mit Kupfer-Ionen imprägnierten 
Kieselgelplatte getestet, bei deren chiralen Selektoren es sich um Prolinderivate handelte 
(CHIRALPLATE™, Macherey-Nagel).  
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Fließmittel 
Rf-Werte 
mono-OH-
MXC 
mono-OH-
Ester 
tris-OH-
MXC 
Methanol-H2O-Acetonitril (50:50:200, v/v/v) 
Methanol-H2O-Acetonitril (50:50:30, v/v/v) 
Methanol-Wasser (10:80, v/v) 
Aceton-Methanol-Wasser (10:2:2, v/v/v) 
Dichlormethan-Methanol (45:5, v/v) 
0,81 0,58 0,85 
0,36 0,21 0,62 
0,00 0,00 0,00 
0,87 0,63 0,93 
0,76 0,77 0,54 
 
Tabelle 4.6 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen in Form der Rf-Werte der einzelnen 
Substanzen bei unterschiedlichen Fließmittelsystemen. Durch keine der gewählten 
Versuchsbedingungen konnte eine Auftrennung der Enantiomere oder Diastereomere erreicht 
werden. 
In seinem Review-Artikel zur Anwendung der CHIRALPLATE beschreibt Günther 1988 eine 
Reihe von Substanzen, die durch Anwendung dieser Methode erfolgreich getrennt werden 
konnten. Es handelte sich dabei hauptsächlich um Aminosäuren oder Hydroxycarbonsäuren, 
wie Mandel- oder Vanillinsäure.  Dem MXC ähnlichere Substanzen waren nicht untersucht 
worden. Die ausbleibende Trennung an der chiralen DC war vermutlich, wie schon für die 
NUCLEODEX-γ-PM (HPLC) beschrieben, auf die freien Hydroxygruppen der Metaboliten 
zurückzuführen.  
 
4.6.5 Chirale HPLC (CHIRALPAK
®
AD CHIRALCEL
®
OD) 
In einem letzten Versuch zur Trennung der (R/S)-Enantiomere von mono-OH- und tris-OH-
MXC wurden zwei weitere chirale Säulen zur Auftrennung der konventionell aufgereinigten 
Syntheseprodukte getestet.  
Es handelte sich dabei um die Chiralpak
®
AD Säule und die Chiralcel
®
OD Säule der Firma 
Daicel Chemical Industries, Ltd., Frankreich. Das Adsorptionsmittel der Chiralpak
®
AD war 
mit Amylosecarbamaten modifiziertes Kieselgel, was eine Normalphasenchromatographie  
ermöglichte. Es handelt sich bei der Normalphasenanalytik um einen Elutionsvorgang, bei 
dem die stationäre Phase stärker polar ist als die mobile Phase [IUPAC, 1993]. 
Tabelle 4.15:  Rf-Werte von mono-OH-MXC, mono-OH-Ester und tris-OH-MXC auf der 
CHIRALPLATE™ (Macherey und Nagel, Düren). Die Entwicklung erfolgte vertikal bei 
Kammersättigung und RT. 
 
A 
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Die stationäre Phase der Chiralcel
®
OD
 
war Kieselgel modifiziert mit Cellulosecarbamaten, 
wodurch ebenfalls Normalphasenanalytik möglich wurde    [http://www.mz-at.de/pdf/ 
Chiralpak_AD_ Manual.pdf, Stand: 14.07.2009, 12.46h]. Während unter Verwendung  der 
Chiralcel
®
OD keine Trennung der Syntheseprodukte in ihre Enantiomere erreicht werden 
konnte, wurde an der Chiralpak
®
AD hingegen eine eindeutige Auftrennung erreicht. 
Abbildung 4.31: Ausschnitte aus HPLC-Chromatogrammen der Messungen von 
mono-OH-MXC (A) und tris-OH-MXC (B) an einer CHIRALPAK® AD-Säule, 
Daicel. n-Hexan-Isopropanol, 80:20, 1 mL/min, isokratisch. 
 
B 
A 
B 
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Abbildung 4.22 zeigt die entsprechenden analytischen Messläufe von mono-OH- und tris-OH-
MXC.  
Die Syntheseprodukte konnten mit Retentionszeitunterschieden von 6,801 min für mono-OH-
MXC und 13,904 min für tris-OH-MXC in ihre Enantiomere getrennt werden. Da zu diesem 
Zeitpunkt nicht nachweisbar war, um welches Enantiomer es sich bei den Signalen zu den 
Retentionszeiten von 21,680, bzw. 28,481 min (mono-OH-MXC) und 21,473, bzw. 35,377 
min (tris-OH-MXC) handelte, wurden diese mit mono-OH-Peak 1 und mono-OH-Peak 2 und 
tris-OH-Peak 1 und tris-OH-Peak 2 benannt.  
 
4.6.5.1  Präparative HPLC  
Die Bestimmung der Ausbeute nach präparativer Auftrennnung des Syntheseproduktes von 
mono-OH-MXC ergab 38,1 mg für Peak 1 und 38,7 mg für Peak 2. Weiterhin wurden 
5,87 mg als Schnittfraktion und 5,81 mg als eine Fraktion gesammelt, bei der es sich 
vermutlich um eine Verunreinigung handelte. Während der präparativen Messungen von tris-
OH-MXC stellte sich heraus, dass die Probe verunreinigt war, so dass keine Trennung der 
Enantiomere erreicht werden konnte. Auf weitere Analysen musste deshalb im Rahmen dieser 
Arbeit verzichtet werden.  
 
4.6.5.2  DC der aufgetrennten Substanzen  
Eine dünnschichtchromatographische Analyse der separierten Substanzen (mono-Peak 1 und 
mono-Peak 2) sollte belegen, dass es sich tatsächlich um mono-OH-MXC handelte. Da sich 
Enantiomere weder in ihren physikalischen noch in ihren chemischen Eigenschaften 
unterscheiden [Mortimer, 1996], sollte ihr Laufverhalten auf der Kieselgelplatte identisch 
sein. Der Vergleich der Rf-Werte bestätigte dieses. Für das racemische Gemisch von mono-
OH-MXC betrug dieser 0,54, für mono-Peak 1 0,54 und für mono-Peak 2 0,53.  
 
4.6.5.3  HPLC-Untersuchung der Enantiomere 
Die HPLC-Analyse unter Verwendung der γ-PM-Säule von Macherey und Nagel ergab die in 
Abbildung 4.23 dargestellten Ergebnisse. Die Auftrennung der Referenzverbindung ergab 
zwei nicht Basislinien-getrennte Signale mit einem Laufzeitunterschied von 0,65 min (Peak 1: 
44,25 min, Peak 2: 44,90 min). Die Retentionszeit für den einzeln vermessenen Peak 1 betrug 
44,60 min, die für Peak 2 45,13 min. Die Untersuchung zweier aliquoter Teile von mono-OH-
Peak 1 und mono-OH-Peak 2 in einer Probe, sollte die erfolgreiche Trennung zusätzlich 
belegen. 
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Dieses konnte mit einem Unterschied in der Retentionszeit von 0,683 min belegt werden. 
Über die Ergebnisse der vermessenen Proben hinaus zeigte das abgebildete Chromatogramm 
insbesondere für die Refernzverbindungen das für HPLC-Messungen bekannte Problem des 
„Tailings“.  Es handelt sich dabei um eine abweichende Absorptionstherme als Folge einer  
Übersättigung der stationären Phase, so dass hohe Probenkonzentrationen ungenügend 
zurückgehalten werden. Im Idealfall ist die Verteilung zwischen stationärer und mobiler 
Phase konzentrationsunabhängig, im Chromatogramm entsteht ein symmetrischer Peak 
[http://www.analytik.ethz.ch/praktika/phys_anal/HPLC/HPLC_PraktikumSS07.pdf, 
03.08.2009, 13.00 h].  
 
4.6.5.4  Bestimmung des Drehwertes von mono-OH-MXC  
Chirale Moleküle zeichnen sich dadurch aus, dass die einzelnen Enantiomere die 
Schwingungsebene des polarisierten Lichtes jeweils um den gleichen Betrag, aber in entgegen 
gesetzte Richtung verdrehen. Proben, die ein Enantiomer im Überschuss enthalten zeigen 
einen Nettodrehwert und werden als optisch aktiv bezeichnet. Proben, die gleiche Mengen 
von jedem der beiden Enatiomere enthalten, zeigen den Nettodrehwert Null, d.h. sie sind 
optisch inaktiv und werden Racemat oder racemische Mischung genannt.    
Die Messung der optischen Aktivität, d.h. die Bestimmung des Drehwertes, hilft bei der 
Bestimmung der Konfiguration chiraler Moleküle. Meistens wird der spezifische Drehwert 
[α] angegeben. Es handelt sich um eine Stoffkonstante, die von den Messbedingungen 
abhängig ist. Dazu gehören die Temperatur, das verwendete Lösungsmittel, die Konzentration 
Abbildung 4.32: Ausschnitte aus HPCL-Chromatogrammen der aufgetrennten 
Substanzen des Syntheseproduktes mono-OH-MXC. 1: MXC (49,6 min), 2: mono-
OH-MXC (44,3/44,9 min), 3: bis-OH-MXC (38,9 min), 4: tris-OH-MXC (35,9 min). 
* Chirale Metaboliten 
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und die Wellenlänge des Lichtes. Der Drehwert entspricht dem Drehvermögen von 1 g 
Substanz bei einer Schichtdicke der Messküvette von 1 dm und ist definiert als: 
 
[α] Tλ = [α] 
T
λ  · 100 / L  · c 
  
Dabei wird der Drehwinkel α in Grad gemessen, die Schichtdicke L in dm und die 
Konzentration c in g/100 mL. Es ergibt sich somit eine Einheit von [ml· dm
-1
g
-1
]. T gibt die 
Temperatur und λ die Wellenlänge an.  
Für die vermessenen Proben ergaben sich folgende Werte: 
 
mono-Peak 1:   [α] 26589 = +24,1 (c = 1,0, Methanol) 
mono-Peak 2:  [α] 26589 =  -24,1 (c = 1,0, Methanol) 
 
Nach Angaben von Ichinose et al. (1986) handelt es sich bei dem Enantiomer, welches einen 
negativen Drehwert zeigt (-), um die R-Form. Bezogen auf die durchgeführten Messungen, ist 
demzufolge mono-OH-Peak 1 das S-Enantiomer und mono-OH-Peak 2 das R-Enantiomer von 
mono-OH-MXC.  
 
4.6.5.5  HPLC-Untersuchungen der Zellextrakte 
In einem nächsten Versuch wurden die ZE der Metabolismusstudien mit den transgenen 
(2DcC19 und 3DcA4) und den nicht transgenen (Dc) Kulturen von Daucus carota L. auf der 
chiralen Säule (γ-PM) vermessen und mit den Ergebnissen der Referenzverbindungen (R-
mono-OH-MXC und S-mono-OH-MXC) verglichen. Abbildung 4.24 zeigt die Ergebnisse 
dieser Untersuchungen. 
Für die 3DcA4-Kultur war eine sichtbare Aufspaltung des Signals von mono-OH-MXC 
sichtbar. Dieses sprach für das Vorhandensein beider Enantiomere. Für die Dc- und 2DcC19-
Kultur hingegen war nur ein Signal sichtbar. Verglichen mit dem Signal der 3DcA4-Kultur 
sprach das der 2DcC19-Kultur eher für S-Enantiomer, wohingegen das der Dc-Kultur sichtbar 
später eluierte, so dass es sich vermutlich um das R-Enantiomer handelte. Die Ergebnisse der 
transgenen Kulturen entsprachen den Ergebnissen von Hu und Kupfer (2002) denen zur Folge 
durch die Aktivität von CYP2C19 zu 96% das S-Enantiomer gebildet wird. Für ein 
Chromatogramm der abgebildeten Art bedeutete dieses, dass nur ein Signal sichtbar wäre, da 
die verbleibenden 4% kaum detektierbar sein dürften. Für CYP3A4 ist die Umwandlung von 
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MXC zu mono-OH-MXC ohne enantioselektive Reaktionen beschrieben, was bedeutet, dass 
sowohl die R-, als auch die S-Form der Enantiomere nachweisbar sein müssten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Antrennung des mono-OH-MXC-Signals belegt diese Angabe. Insgesamt zeigen die 
Ergebnisse, dass P450-Enzyme, abhängig von der jeweiligen Isoform, MXC enantioselektiv 
umwandeln. Entgegengesetzt zu CYP2C19 ist für CYP1A2 die verstärkte Bildung (91%) von 
R-mono-OH-MXC beschrieben. Auch dieses sollte durch Vermessung eines entsprechenden 
Zellextraktes nachgewiesen werden. Aufgrund einer nicht ausreichenden Menge an 
Radioaktivität in der Probe musste allerdings auf diesen Versuch verzichtet werden. Dieser, 
sowie die Untersuchung von Kulturen, in denen z.B. CYP2B6 aktiv ist, könnten weitere 
interessante Ergebnisse hinsichtlich der Enantioselektivität von P450-Isoformen liefern.  
Sinnvoll wäre die Applikation einer höheren Menge an MXC pro Metabolismusstudie, so dass 
auch mehr der gebildeten Enantiomere vorläge, was analytische Untersuchungen vereinfachen 
würde. Die Applikation einer höheren Dosis von 100 µg wurde für die 2DcC19-Kultur 
überprüft. Im Vergleich zur Applikation von 20-25 µg war die Umsatzrate allerdings um ca. 
das 4,5-fache reduziert. Denkbar wären demnach Dosen von 50 oder 75 µg zur Applikation 
pro Zellkultur, um höhere Mengen der Metaboliten für chirale Untersuchungen zu 
produzieren. 
Abbildung 4.33: Ausschnitte aus Radio-HPLC-Chromatogrammen (Säule: γ-
PM) der Zellextrakte von Dc, 2DCC19 und 3DcA4 nach der Hydrolyse. 1: 
MXC (49,6 min), 2: mono-OH-MXC (44,3/44,9 min), 3: bis-OH-MXC (38,9 
min), 4: tris-OH-MXC (35,9 min). *Chirale Metaboliten. Nach Angaben von 
Hu und Kupfer, 2002 wird durch die Aktivität von CYP2C19 zu 96% S-
mono-OH-MXC gebildet, wohingegen MXC durch CYP3A4 ohne 
enantioselektive Reaktionen  zu mono-OH-MXC umgewandelt wird. 
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4.7 Der YES-Test zur Bestimmung der östrogenen Wirksamkeit von 
MXC, seinen Metaboliten und deren R/S-Enantiomeren 
Bei dem verwendeten Testsystem zur Bestimmung der östrogenen Aktivität von MXC, seinen 
Metaboliten mono-OH-, bis-OH-MXC, tris-OH-MXC und den R/S-Enantiomeren von mono-
und tris-OH-MXC, handelte es sich um transgene Saccharomyces cerevisiae Hefezellen als 
mikrobielle Komponente. Die Zellen enthielten eine Rezeptor-Expressionskassette mit dem 
Gen für den humanen Östrogenrezeptor (hER). In einer zweiten Expressionskassette, der 
Reporter-Expressionskassette, war ein Promotor (PGK) mit einer Erkennungssequenz  
(Estrogen-Rezeptor-Element, ERE-Region) für den Östrogenrezeptor ausgerüstet und mit dem 
lacZ-Gen für das Enzym ß-Galaktosidase fusioniert (Reportergen). Wenn eine östrogen 
wirksame Substanz an den Rezeptor hER gebunden hatte, wurde dieser transaktiviert, so dass 
er an die auf der Reporter-Expressionskassette lokalisierte DNS-Erkennungssequenz (ERE-
Region) binden konnte. Dieses hatte die Expression der Kassette zur Folge, was zur Synthese 
und Freisetzung der ß-Galaktosidase ins Testmedium führte. Da die Aktivität der ß-
Galaktosidase direkt mit der Aktivität der östrogen aktiven Substanz korrelierte, konnte diese 
über den biochemischen Nachweis des Enzyms erbracht werden. Dazu wurde CPRG als 
Substrat eingesetzt, welches durch ß-Galaktosidase gespalten wurde. Dabei kam es zu einer 
Farbreaktion (gelb/rot), deren Stärke mit Hilfe eines Fotometers direkt bestimmt wurde.  
Das Testsystem wurde 1996 von Sumper und Routledge entwickelt und gilt, z.B. im 
Vergleich mit dem häufig angewendeten MCF-7-Testsystem, als hoch-sensitiv. Der Nachweis 
von 17ß-Östradiol ist bis zu einer Konzentration von 2 ng/L möglich. Weiterhin wurde der 
Test als schnelle, kostengünstige und vor allem einfache Methode zur Identifikation von 
östrogen wirksamen Substanzen beschrieben [Arnold et al., 1996; Versonnen et al., 2003].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gestaltete sich die Erhebung der Daten zur östrogenen 
Wirksamkeit der Testsubstanzen schwierig. Die Anzucht der Hefezellen aus den von 
Routledge und Sumper beschriebenen -20 °C-Stocklösungen bis zu einer OD von 1,0 (640 
nm) war innerhalb von 24 h nicht möglich. Eine Inkubation über diesen Zeitraum hinaus 
führte zwar zu einem weiteren Wachstum der Hefezellen aber auch zu dem von 
Fremdorganismen. Kontaminierte Hefekulturen konnten nicht für den Test verwendet werden. 
Aus diesem Grund wurde dazu übergegangen, die Hefezellen aus der -70 °C-Stocklösung auf 
Agarplatten mit Minimalmedium (Kap. 3.9) zu kultivieren, diese im 14-tägigen Rhythmus zu 
subkultivieren und bei Bedarf eine ÜN-Kultur mit einer Stecknadelkopf-großen Kolonie von 
der Platte anzuimpfen. Diese Kulturen zeigten nach ca. 24 h eine OD (640 nm) von 0,8 bis 
1,0, und durch Anwendung dieser Methode konnte eine Kontamination mit Fremdorganismen 
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verhindert werden, was durch mikroskopische Kontrollen vor dem Einsatz der Zellen in den 
Test überprüft wurde. Um sicherzustellen, dass die vorliegenden Hefezellen aktiv waren, 
wurde zu Beginn der Arbeiten die Dosis-Wirkungs-Beziehung für Genistein und in jedem 
Test die von 17ß-Estradiol als Positivkontrolle bestimmt. Für beide Substanzen sind 
entsprechende Daten in der Literatur zu finden. Genistein wurde in Konzentrationen von 
20 mg/L bis 9 µg/L, 17ß-Estradiol in Konzentrationen von 11 µg/L bis 5 ng/L getestet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Abbildung 4.25 sind die Konzentrationen [g/L] der Testsubstanzen 17ß-Estradiol und 
Genistein gegen die Absorption bei 540 nm aufgetragen. Die Werte der Absorption wurden 
nach der Formel von Versonnen (2003) korrigiert, um Messungenauigkeiten bedingt durch 
die Trübung des Mediums, welche durch das Wachstum der Hefezellen, bewirkt wird, zu 
minimieren.  Ein Ergebnis wurde als positiv angesehen, wenn ein Konzentrations-abhängiger 
Anstieg der ß-Galaktosidase-Produktion nachweisbar und mindestens zwei Absorptionswerte 
der Dosis-Wirkungskurve höher als die Detektionsgrenze lag. Diese entsprach dem Mittelwert 
der Negativkontrolle addiert zu der 3-fachen Standardabweichung [Versonnen et al., 2003]. 
Die EC50-Werte wurden durch Probit-Analyse mit dem Programm ToxRat Professional 
Version 2.09 ermittelt.  
Die östrogene Potenz von 17ß-Estradiol lag in dem Bereich zwischen 10
-6
 und 10
-8
 g/L, die 
von Genistein zwischen 10
-2
 und 10
-4
 g/L. Das Dosis-abhängige Verhalten der ß-
Abbildung 4.34: Östrogene Potenz von 17ß-Estradiol und Genistein im YES-Test. Die 
Hefezellen wurden in Konzentrationen von 11 µg/L bis 5 ng/L (17ß-Estradiol) und von 20 mg/L 
bis 9 µg/L (Genistein) inkubiert. Angegeben ist der 95%-Vertrauensbereich der 
Negativkontrolle. 
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Galaktosidase-Produktion dieser Substanzen wurde bereits von Routledge und Sumpter 1995 
beschrieben. Die Ergebnisse lagen in der gleichen Größenordnung. Der im Rahmen dieser 
Arbeit ermittelte EC50-Wert für Genistein war  1,4 x 10
-3
 g/L, der von 17ß-Estradiol lag bei 
0,9 x 10
-8
 g/L. Nach diesen Ergebnissen wurde das Testsystem als funktionsfähig befunden, 
so dass weitere Tests mit MXC und seinen Metaboliten durchgeführt wurden, wobei 
unterschiedliche Konzentrationen aller Substanzen eingesetzt wurden.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da die Enantiomere von tris-OH-MXC bis zum Ende der Arbeit nicht in getrennter Form 
vorlagen, konnte ihre östrogene Aktivität nicht im YES-Test untersucht werden. Für mono-
OH-MXC, R-mono-OH-MXC und S-mono-OH-MXC wurden Anfangskonzentrationen von 
66,3 mg/L, 16,5 mg/L und 2,1 mg/L untersucht, für bis-OH-MXC Konzentrationen von 32,5 
mg/L, 15,9 mg/L und 0,5 mg/L und für tris-OH-MXC Konzentrationen von 34,2 mg/L, 16,7 
und ebenfalls 0,5 mg/L. Auswertbare Ergebnisse in Form von Dosis-Wirkungs-Kurven 
konnten für mono-OH-MXC und S-mono-OH-MXC für die Konzentration von 2,1 mg/L; für 
R-mono-OH-MXC für die Konzentration von 16,5 mg/L erhalten werden.  Für bis-OH-MXC 
wurde das beste Ergebnis mit einer Konzentration von 15,9 mg/L erreicht, für tris-OH-MXC 
mit der mittleren Konzentration von 16,7 mg/L. MXC wurde mit einer Anfangskonzentration 
von 4,4 x 10
3
 g/L getestet, die Ergebnisse waren fraglich. Deshalb wird im weiteren Verlauf 
näher auf sie eingegangen. Die östrogenen Aktivitäten der getesteten Substanzen  sind in den 
Abbildung 4.35: Östrogene Potenz von 17ß-Estradiol, mono-OH-MXC, bis-OH-MXC 
und tris-OH-MXC im YES-Test. Die Hefezellen wurden in Konzentrationen von 11 
µg/L bis 5 ng/L (17ß-Estradiol),  und von 2,1 mg/L bis 5,3 µg/L  inkubiert. 
Angegeben ist der 95%-Vertrauensbereich der Negativkontrolle. 
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Abbildungen 4.26 und 4.27 im Vergleich zu 17ß-Estradiol dargestellt. In allen durchgeführten 
Tests lag die östrogene Potenz des bekannten Hormons im Bereich von 10
-7
-10
-8
 g/L. Dieses 
entsprach den im Vortest ermittelten und in der Literatur beschriebenen Werten [Routledge 
und Sumpter, 1996].  
Abbildung 4.26 zeigt die östrogenen Potenzen von MXC, mono-OH-MXC, bis-OH-MXC und 
tris-OH-MXC im Vergleich zu 17ß-Estradiol. Die östrogene Potenz von mono-OH-MXC lag 
im Bereich von 10
-5
-10
-4
 g/L, die von bis-OH-MXC im Bereich von 10
-4
-10
-3
 g/L und die von 
tris-OH-MXC im Bereich von 10
-3
-10
-2
 g/L. Eine östrogene Aktivität aller drei Metaboliten 
konnte somit festgestellt werden. Im Vergleich war diese aber jeweils deutlich niedriger als 
die von 17ß-Estradiol. Vergleicht man die MXC-Metaboliten untereinander, so ist das 1-fach 
hydroxylierte Derivat am stärksten östrogen wirksam, gefolgt vom 2-fach und 3-fach 
hydroxylierten Derivat. Es scheint, als würde mit Zunahme der Anzahl der Hydroxygruppen 
die östrogene Aktivität abnehmen. Die EC50-Werte von 6,64 x 10
-5
 g/L für mono-OH-MXC 
und 1,2 x 10
-5
 g/L für bis-OH-MXC festigten diese Hypothese. Für tris-OH-MXC konnte kein 
EC50-Wert berechnet werden. Vergleicht man die vom Programm ToxRat ermittelten EC50-
Werte mit den in Abbildung 4.26 gezeigten Dosis-Wirkungskurven, so stimmen diese nicht 
ganz überein. Dies ist darauf zurückzuführen, dass bei der Berechnung der EC50-Werte die 
Werte ausgeschlossen wurden, die unterhalb der Detektionsgrenze lagen, in der Abbildung 
aber alle Werte in den Kurvenverlauf eingingen.   
In der Literatur ist von Elsby et al. (2001) mit dem gleichen Testverfahren ein EC50-Wert für 
bis-OH-MXC von 4,07 x 10
-5
 g/L angegeben. Die hier ermittelten Ergebnisse sind somit 
vergleichbar.  
Entnimmt man der Abbildung die östrogene Potenz von MXC, so läge diese im Bereich von 
ca. 10
-7
 g/L und wäre dementsprechend hoch. Nach Literaturangaben ist MXC als 
proöstrogeene Verbindung bekannt, d.h. es kommt erst durch metabolische Reaktionen zu 
östrogenen Derivaten, was die Ergebnisse bereits zeigten. Es ist davon auszugehen, dass es 
sich um ein falsch positives Ergebnis handelt, da auch von Folmar et al. (2002) mit dem 
gleichen Testsystem ein EC50-Wert von 3,8 x 10
-2
 g/L ermittelt worden ist. Der vorliegende 
Test sollte mit entsprechenden Konzentrationen wiederholt werden.  
In Abbildung 4.27 sind die östrogenen Potenzen von mono-OH-MXC und seinen beiden 
Enantiomeren gegenübergestellt. Wie bereits beschrieben, lag diese für mono-OH-MXC in 
der Größenordnung von 10
-5
 g/L. Für beide Enantiomere war diese um ungefähr den Faktor 
10 höher. Demzufolge sind die Enantiomere weniger wirksam als das Racemat. Untereinander 
verglichen ist die R-Form um den Faktor 10 wirksamer als die S-Form.  
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Insgesamt scheint sich der YES-Test für eine rasche Einschätzung der östrogenen 
Wirksamkeit einer Substanz zu eignen, vorausgesetzt die Kultivierung der Hefezellen verläuft 
reibungslos. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Hefezellen waren vermutlich 
insgesamt vergleichsweise wenig aktiv. Auch wenn bei Routledge und Sumpter (1996) die 
Methode des Animpfens der Hefekultur aus einer -20°C-Kultur zu positiven Ergebnissen  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
führte, ist es kaum vorstellbar, dass die Zellen in der Kürze der Zeit bis zu ihrem Einsatz in 
den Test ihre volle Leistungsfähigkeit hinsichtlich z.B. der Teilungsaktivität und Expression 
von Genen reaktiviert haben können. Die Methode der regelmäßigen Subkultivierung wird im 
Sinne der Stabilität der Leistungsfähigkeit des Testsystems als sinnvoller erachtet.  
Um die Ergebnisse insgesamt vergleichbarer zu machen, sollten Schwankungen, die z.B. 
durch das manuelle Pipettieren kaum zu vermeiden sind, durch eine ausreichende Anzahl an 
Parallelen innerhalb einer Platte, in mehreren Platten und in mehreren Tests minimiert 
werden. Dieses kann allerdings durch die Menge an zur Verfügung stehender Testsubstanz 
limitiert sein.  
Im Laufe der letzten Jahre hat es bereits Weiterentwicklungen des Testverfahrens gegeben. So 
wurden z.B. mittlerweile andere Hefezellen, wie z.B. Arxula adeninivorans mit dem humanen 
Abbildung 4.36: Östrogene Potenz von 17ß-Estradiol, mono-OH-MXC und den 
Enantiomeren R-mono-OH-MXC und S-mono-OH-MXC im YES-Test. Die Hefezellen 
wurden in Konzentrationen von 11 µg/L bis 5 ng/L (17ß-Estradiol) und von 2,1 mg/L bis 
1µg/L (mono-OH-MXC, R/S-mono-OH-MXC) inkubiert. Angegeben ist der 95%-
Vertrauensbereich der Negativkontrolle. 
 
 R 
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Östrogenrezeptor ausgestattet [GIT Laborfachzeitschrift, 4/2008]. Es handelt sich dabei um 
eine thermotolerante Hefeart, die bei Temperaturen bis zu 48 °C wachsen kann und 
möglicherweise insgesamt unempfindlicher in ihren Wachstumsanforderungen ist. Anstelle 
der Absorption wird die Biolumineszenz gemessen, was die Sensitivität des Tests weiter 
erhöht [Sanseverino, 2008].  
 
4.8 Der Einsatz von Pflanzenzellkulturen zur Produktion von 
Metaboliten für Biotests 
Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass Metaboliten, die durch Pflanzenzellkulturen gebildet 
wurden, in Biotests eingesetzt werden können. Mit dem YES-Test sollte untersucht werden, 
wieviel an Substanz vorliegen muss, damit ein auswertbares Ergebnis erhalten werden kann. 
In allen Versuchen hat sich gezeigt, dass die Ergebnisse besser wurden, je niedriger die 
Konzentration gewählt wurde. Für mono-OH-MXC z.B. wurde als Anfangskonzentration 
2,1 mg/L eingesetzt. Im vereinigten Zellextrakt der drei Parallelen einer nicht transgenen 
Karotten-Kultur, denen im Rahmen einer üblichen Metabolismusstudie jeweils 20 µg MXC 
zugegeben wurden, lagen nach 48 h der Inkubation 3,2 µg mono-OH-MXC vor. Werden 
Verluste, die bei der Isolation und Aufreinigung der Metaboliten aus den Extrakten der 
Zellkultur unvermeidbar wären berücksichtigt und 50 µg als Mindestmenge für einen Test 
angenommen, so müssten ca. 20-60 Studien durchgeführt werden, um eine ausreichende 
Menge an Testsubstanz zu produzieren.  Bei einer Erhöhung der Applikationsmenge auf z.B. 
50 µg oder 75 µg pro Ansatz, wie sie bereits für analytische Untersuchungen vorgeschlagen 
wurde, könnte sich die Anzahl der notwendigen Ansätze um 50, bzw. 75% vermindern, 
vorausgesetzt die Bildung von mono-OH-MXC wird durch die erhöhte Menge an 
Ausgangssubstanz nicht eingeschränkt. Denkbar ist, dass der Anteil an Metaboliten von 
anderen Testsubstanzen höher und die einzelnen Ausbeuten der Metaboliten entsprechend 
höher sein könnte. Weiterhin wurden in Metabolismusstudien bereits bis zu 400 µg (z.B. 
Atrazin, Metamitron, Imidacloprid) an Testsubstanz zugegeben, ohne einen negativen 
Einfluss auf die Umsatzrate festzustellen, wie dieses bei 100 µg für MXC der Fall war. Mit 
entsprechender präparativer HPLC-Analytik wäre eine Isolation der Metaboliten von Interesse 
denkbar. Eingeschränkt würden die Ausbeuten allerdings vermutlich immer durch Verluste, 
die durch Reinigungsschritte entstünden. Verunreinigte Proben würden die Ergebnisse eines 
jeden Tests verfälschen.  
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5 Zusammenfassung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, durch den Einsatz umweltchemischer und -analytischer Methoden 
(Radio-DC, Radio-HPLC, GC-(MS), 
1
H-NMR) und eines Biotests (YES-Test) neue 
ökotoxikologische Informationen über das östrogen-aktive Organochlor-Insektizid 
14
C-
Methoxychlor (MXC) zu erhalten.  Die Untersuchung des Metabolismus in transgenen und 
nicht transgenen Pflanzenzellkulturen unterschiedlicher Spezies und (P450)-Isoformen stand 
dabei, gemeinsam mit der Bestimmung der östrogenen Wirksamkeit der Testsubstanz und 
deren Umwandlungsprodukten, im Vordergrund. Im Hinblick auf den Metabolismus war die 
Untersuchung von Umsatzraten und Metaboliten-Profilen in Daucus carota (Dc), Nicotiana 
tabacum (Nt), Glycine max. (Gm) und Triticum aestivum (Ta) und transgenen Kulturen der 
beiden erstgenannten Kulturen von Interesse. Lösliche Metaboliten wurden durch Co-
Chromatographie identifiziert und quantifiziert. Da es sich bei MXC um eine prochirale und 
proöstrogene Verbindung handelte, wurden die R/S-Enantiomere der entsprechenden 
Metabolite getrennt und einzeln analysiert.  
Zusätzlich zu den Pflanzenzellsuspensionskulturen von Nicotiana tabacum, die am Institut für 
Umweltforschung seit Jahren zur Untersuchung der Metabolisierbarkeit von 
Pflanzenschutzmitteln eingesetzt werden, wurde eine Zellsuspensionskultur von Daucus 
carota etabliert. Diese wurde durch Agrobakterien-vermittelte Transformation separat mit der 
cDNS der humanen P450-Isoformen Cyp3a4 und Cyp2c19 ausgestattet. Da der 
Transformationsvektor zur Übertragung von Cyp3a4 einen Baseneinschub von 132 bp 
zwischen Stop-Codon und der Terminationssequenz aufwies, der sich möglicherweise negativ 
auf die Expression des Gens auswirkte, wurde dieser Bereich entfernt.  Die Kontrolle der 
stabilen Transformation der Zellkulturen und der Modifikation des Transformationsvektors 
geschah durch PCR-Analysen und Sequenzierung. Weiterhin wurde die Bildung der 
entsprechenden mRNS erfolgreich nachgewiesen, wohingegen die abschließenden Western-
Blot-Analysen nicht erfolgreich waren. Das Wachstum aller neu etablierten Kulturen wurde 
durch die Ermittlung der Wachstumsparameter Frischgewicht, Trockengewicht, Leitfähigkeit 
und pH-Wert kontrolliert, da ein reproduzierbares Wachstum eine Vorraussetzung für 
aussagekräftige Metabolismusstudien ist. Zur co-chromatographischen Identifizierung des 3-
fach demethoxylierten Derivates von MXC, welches als Referenzverbindung kommerziell 
nicht erhältlich war, wurde dieses synthestisiert und das Produkt mittels DC, GC-MS und 
1
H-
NMR-Spektroskopie identifiziert. Durch Metabolismusstudien konnte gezeigt werden, dass 
Dc, Nt, Gm und Ta durch endogene enzymatische Kapazitäten in der Lage waren, MXC mit 
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Umsatzraten von 87,3% (77,0%), 71,3% (74,2%), 26,1% (15,1%) und 41,7% (24,8%) zu 
metabolisieren. Die Werte wurden sowohl anhand der Ergebnisse der DC der originalen 
Zellextrakte vor der Hydrolyse als auch anhand derer der Zellextrakte nach der Hydrolyse 
berechnet (kursiv). 
 In den Gm- und Ta-Kulturen wurde mono-OH-MXC zu 4,8% bzw. 5,4% nachgewiesen; tris-
OH-MXC zu 5,9% bzw. 5,5%. In der Nt-Kultur konnten 10,3% bis-OH-MXC und 13,8%  
tris-OH-MXC nachgewiesen werden. Der am stärksten vorhandene Metabolit im Zellextrakt 
(ZE) der Dc-Kultur war mono-OH-MXC mit 18,8%, gefolgt von bis-OH-MXC mit 9,2% und 
tris-OH-MXC mit 4,6%. Die Anteile an nicht identifizierbaren Substanzen lagen für die Dc-
Kultur mit 51,3% am höchsten, während diese Anteile bei Nt (36,5%) und Ta (21,1%) 
deutlich niedriger waren. Es handelte sich dabei vermutlich um nicht gespaltene 
Zuckerkonjugate von bekannten und eventuell auch unbekannten MXC-Metaboliten.  Ein 
Vergleich der 3Dca4- und 3DcA4-132 –Kulturen zeigte, dass sich die Anteile an MXC 
(3DcA4 2,7%, 3DcA4-132 58,3%) und seinen löslichen Metaboliten (3DcA4 67,8%, 3DcA4-
132 8,3%) sowohl qualitativ als auch quantitativ unterschieden. MXC wurde durch die 
3DcA4-Kultur fast vollständig umgesetzt, wohingegen in der 3DcA4-132-Kultur mehr als die 
Hälfte (64,3%) unmetabolisiert blieb. Im Gegensatz zur 3DcA4-Kultur, in deren ZE mono-
OH-, bis-OH-, tris-OH-MXC und Catechol-MXC nachweisbar waren, konnte im ZE der 
3DcA4-132-Kultur nur mono-OH-MXC (8,3%) identifiziert werden. Insgesamt wurde die 
Auswertung und Beurteilung der Ergebnisse dieser Studie durch nicht vollständig 
reproduzierbare Werte erschwert. Die Umsatzrate der 2DcC19-Kultur war mit 77,7% um das 
3-fache höher, als die der 3DcA4-132-Kultur und ca. 10% niedriger als die der 
untransformierten Kultur. Der Anteil an nicht umgewandeltem MXC war mit 12% um ca. das 
5-fache niedriger als bei der 3DcA4-132-Kultur und der Anteil an mono-OH-MXC um das 3-
fache höher. In einer mit 2NtB6-Kulturen durchgeführten Metabolismusstudie wurde 
festgestellt, dass MXC innerhalb von 24 h bis auf  7,7% umgewandelt worden war. 40,1% der 
Umwandlungsprodukte waren unbekannter Struktur; es folgten mono-OH-MXC mit etwas 
mehr als 20%, Catechol-MXC mit ca. 3%, bis-OH-MXC mit 8% und tris-OH-MXC mit ca. 
3,5%. Nach 48 h war ein größerer Anteil an MXC von ca. 23% zu verzeichnen. Der mono-
OH-Anteil blieb nahezu unverändert, wohingegen die Anteile an Catechol-, bis-OH- und tris-
OH-MXC zunahmen. Nur der Anteil der unbekannten Metaboliten nahm um den Faktor 5 ab. 
In Metabolismusstudien mit Nt, 1NtA1, 1NtA2 und 3NtA4 war von 24 h auf 72 h für alle 
Kulturen eine Abnahme im Anteil von MXC um das 9-16-fache festzustellen; der an mono-
OH-MXC nahm ebenfalls in allen Kulturen um das 3-5-fache ab. Außer in der 3NtA4-Kultur 
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nahmen die Anteile an Catechol-und bis-OH-MXC in allen Kulturen zu. Während in keiner 
der Kulturen nach 24 h tris-OH-MXC nachzuweisen war, konnte dieses nach 72 h in allen 
Kulturen mit Anteilen von 10,2% (1NtA1)–19,9% (1NtA2) nachgewiesen werden. Die 
Ergebnisse der Metabolismusstudien mit MXC in Cyp2c19-transgenen Zellkulturen von Dc 
und Nt zeigten für die Karottenkultur mit 87,3% eine Umsatzrate, die um 16% über der der 
Nt-Kultur lag. Als Hauptmetaboliten konnten mono-OH-, bis-OH- und tris-OH-MXC 
eindeutig identifiziert werden, wobei Catechol-MXC nur in nicht auswertbaren Spuren 
auftrat. Der im Vergleich zur nicht transgenen Kultur um 6,5% höhere Anteil an bis-OH-
MXC war vermutlich auf die Aktivität von CYP2C19 zurückzuführen. Bei der Cyp2c19-
transgenen Nt-Kultur war der Anteil an mono-OH-MXC niedriger als bei der analogen Dc-
Kultur, der von Catechol-MXC jedoch deutlich höher. Die im Rahmen der vorliegenden 
Metabolismusstudien eingesetzten Pflanzenzellsuspensionskulturen haben sich insgesamt als 
geeignete in vitro Modellsysteme zur Untersuchung der Metabolisierbarkeit von MXC 
erwiesen. Die in der Literatur beschriebene Isoform-Spezifität der humanen P450 hinsichtlich 
der Metabolitenbildung wurde deutlich. Der Einfluss der Modifikation des 
Transformationsvektors für das Cyp3a4 auf die Metabolisierungsfähigkeit der Kultur konnte 
nicht abschließend geklärt werden, da die Ergebnisse nicht eindeutig waren. 
Die Trennung der R/S-Enantiomere von mono-OH-MXC und tris-OH-MXC wurde durch die 
Umwandlung in Diastereomere (Menthoxyacetylchlorid), chirale DC (CHIRALPLATE™) 
und chirale HPLC (NUCLEODEX-γ-PM, CHIRALPAK®AD CHIRALCEL®OD) versucht zu 
ereichen. Nur der Einsatz der CHIRALPAK
®
AD führte zum gewünschten Ergebnis. mono-
OH-MXC und tris-OH-MXC wurden mit Retentionszeitunterschieden von 6,801 min und 
13,904 min in ihre jeweiligen Enantiomere getrennt. Für S-mono-OH-MXC wurde ein 
Drehwinkel von [α] 26589  =  +24,1 (c = 1,0, Methanol), für R-mono-OH-MXC ein Drehwinkel 
von [α] 26589 = -24,1 (c = 1,0, Methanol) bestimmt. Die Enantioselektivität von P450-
Isoformen wurde am Beispiel von CYP2C19 und CYP3A4 belegt. Das HPLC-Ergebnis 
(NUCLEODEX-γ-PM) für die 3DcA4-Kultur zeigte eine sichtbare Aufspaltung des Signals 
von mono-OH-MXC, was für das Vorhandensein beider Enantiomere sprach. Für die Dc- und 
2DcC19-Kultur hingegen war nur ein Signal sichtbar. Verglichen mit dem Signal der 3DcA4-
Kultur sprach das der 2DcC19-Kultur eher für das S-Enantiomer, wohingegen das der Dc-
Kultur sichtbar später eluierte, so dass es sich vermutlich um das R-Enantiomer handelte.  
Da die Enantiomere von tris-OH-MXC bis zum Ende der Arbeit wegen einer Verunreinigung 
nicht in getrennter Form vorlagen, konnte ihre östrogene Aktivität nicht im YES-Test 
untersucht werden. Die durch diesem Test ermittelte östrogene Potenz von mono-OH-MXC 
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lag im Bereich von 10
-5
-10
-4
 g/L, die von bis-OH-MXC im Bereich von 10
-4
-10
-3
 g/L und die 
von tris-OH-MXC im Bereich von 10
-3
-10
-2
 g/L. Diese waren im Vergleich zu 17ß-Estradiol 
(10
-6
-10
-8
 g/L) weniger östrogen wirksam. Ein Vergleich der MXC-Metaboliten untereinander 
zeigte, dass das 1-fach hydroxylierte Derivat am stärksten östrogen wirksam war, gefolgt vom 
2-fach und 3-fach hydroxylierten Derivat. Die EC50-Werte von 6,64 x 10
-5
 g/L für mono-OH-
MXC und 1,2 x 10
-5
 g/L für bis-OH-MXC festigten diese Hypothese. Für tris-OH-MXC 
konnte kein EC50-Wert berechnet werden. Die östrogene Potenz der R/S- Enantiomere von 
mono-OH-MXC lag ungefähr um den Faktor 10 höher als die des Racemats. Miteinander 
verglichen war die R-Form um den Faktor 10 wirksamer als die S-Form. Hinsichtlich der 
Menge am MXC und den entsprechenden Metaboliten und Enantiomeren, die zur 
Durchführung eines Biotest notwendig ist, konnte gezeigt werden, dass eine 
Metabolismussstudie nicht ausreicht. So wurden z.B. in der Dc-Kultur (20 µg applizierte 
Testsubstanz, 48h Inkubation, 3 Parallelen) 3,2 µg mono-OH-MXC, 1,6 µg bis-OH-MXC und 
0,8 µg tris-OH-MXC nachgewiesen. Werden Verluste, die bei der Isolation und Aufreinigung 
der Metaboliten aus den Extrakten der Zellkultur unvermeidbar wären berücksichtigt und 
50 µg als Mindestmenge für einen Test angenommen, so müssten ca. 20-60 Studien 
durchgeführt werden, um eine ausreichende Menge an Testsubstanz zu produzieren. 
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6 Ausblick 
Aufgrund der vorliegenden, teilweise unstimmigen Ergebnisse, erscheint es sinnvoll, in 
fortführenden Arbeiten die Metabolismusstudien mit den Dc-, 3DcA4- und 3DcA4-132-
Kulturen zu wiederholen, so dass entsprechende Daten verifiziert werden könnten. Die 
Transformation der Zellkultur von Nicotiana tabacum L. mit dem Transformationsvektor 
spsmamc3A4 wäre ebenfalls von Interesse, um in einem unabhängigen Versuch 
nachzuweisen, dass die Modifikation des Vektors Einfluss auf die metabolische Aktivität der 
Zellkultur hat.  
Aufgrund des gestiegenen Interesses an endokrin aktiven Substanzen sollten die Analyse der 
chiralen Metaboliten von MXC weiter optimiert werden und die östrogene Aktivität, auch von 
tris-OH-MXC, in weiteren Biotests untersucht werden. Versuche mit erhöhten 
Konzentrationen von MXC könnten die analytischen und ökotoxikologischen 
Untersuchungen dahingehend vereinfachen.   
Im Rahmen des „Oxidative Metabolic Profilings“ [Schmidt et al., 2006a, 2006b; Schmidt, 
2001]  ist die Testung weiterer Pflanzenarten hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur enzymatischen 
Umwandlung verschiedener Fremdstoffklassen sinnvoll. Auch die Transformation mit 
weiteren P450-Isoformen, die an der Umwandlung von Fremdstoffen beteiligt sind (z.B. 
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6), würde zu Ergebnissen führen, die als 
Vergleichsdaten Verwendung finden könnten.  
Zusätzlich zu Pflanzenschutzmitteln könnten auch andere Xenobiotika, wie z.B. Pharmaka als 
Testsubstanzen eingesetzt werden, um den Einsatz von (P450) transgenen und nicht 
transgenen Pflanzenzellsuspensionskulturen zur Untersuchung der Metabolisierbarkeit von 
Fremdstoffen zu belegen.  
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8  Abkürzungsverzeichnis 
 
2DcC19 Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. transformiert mit 
humanem Cyp2c19 
3DcA4 Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. transformiert mit 
humanem Cyp3a4 
3DcA4-132 Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. transformiert mit 
humanem Cyp3A4 durch den modifizierten Transformationsvektor  
(-132) 
1NtA1 Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. transformiert mit 
humanem Cyp1a1 
1NtA2  Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. transformiert mit 
humanem Cyp1a2 
2NtB6  Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. transformiert mit 
humanem Cyp2b6 
2NtC19 Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. transformiert mit 
humanem Cyp2c19 
3NtA4 Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. transformiert mit 
humanem Cyp3a4 
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 
Abb.   Abbildung 
Amp   Ampicillin 
bp   Basenpaare 
bis-OH-MXC  bis-Hydroxy-Methoxychlor 
BfR   Bundesinstitut für Risikobewertung 
BVL   Bundesamt  für Verbraucherschutz  und Lebensmittelsicherheit  
cDNS   komplementäre DNS 
Claf   Claforan 
CYP(s)  Cytochrom-P450-Monooxygenase(n) 
DC   Dünnschichtchromatographie 
Dc   Zellsuspensionskultur von Daucus carota L. 
DDT   Dichlordiphenyltrichlorethan 
DNS   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP(s)  Desoxynukleotidtriphosphat 
dpm desintegrations per minute, Zahl der registrierten Zerfallsereignisse pro 
Minute 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EPA   Environmental Protection Agency 
FG   Frischgewicht 
GC   Gaschromatografie 
Gm   Zellsuspensionskultur von Glycine max. L 
HCl   Salzsäure 
HPLC high performance liquid chromatography, 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
i.d.R. in der Regel 
Kann Kanamycin 
kB Kilobasen 
kDa Kilo-Dalton 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
mS Milli-Siemens 
Abkürzungsverzeichnis 
_____________________________________________________________________ 
 
152 
MS Massenspektroskopie 
Mw Molekulargewicht 
MXC   Methoxychlor 
mono-OH-MXC mono-Hydroxy-Methoxychlor 
NER   Nicht-extrahierbare Rückstände 
NM   Nährmedium 
NMR   nuclear magnetic resonance, Kernmagnetische Resonanz 
Nt   Zellsuspensionskultur von Nicotiana tabacum L. 
OD   Optische Dichte 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR   polymerase chain reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion 
Rif   Rifampicin 
RT   Raumtemperatur 
Rf-Wert  Ratio of fronts, relative Laufstrecke einer Substanz in der DC 
Rt-Zeit   Retentionszeit 
rpm   rotations per minute, Umdrehungen pro Minute 
SDS   Natrium-dodecylsulfat 
Tab.   Tabelle 
TG   Trockengewicht 
TMS   Tetramethylsilan 
tris-OH-MXC  tris-Hydroxy-Methoxychlor 
Ta   Zellsuspensionskultur von Triticum aestivum L. Heines Koga II 
U   Unit 
u.a.   unter Anderem 
ü.N.   über Nacht 
UV   ultraviolett 
v/v   Konzentrationsangabe in Volumeneinheiten pro Volumen 
v/w   Konzentrationsangabe in Gewichtseinheit pro Volumen 
z.B.   zum Beispiel 
ZE   Zellextrakt 
 
 
Für Längen-, Massen-, Stoffmengen- und Zeitangaben wurden SI-Einheiten verwendet.  
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11 Anhang 
 
11.1 spsma 
 
TCGACCTCCTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTAT
TTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTT
CGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTA
TCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCGGGCGGCCGCCCCTAGAAATA
TTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCTCCATTTTTATTAACTT
TAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAATGCGTCAATCTCTTTG
TTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATCTTTTTCGAATTTGAAG
TGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAGGTGTCATATTGATTTT
TATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAACGAAAAATTAGTCAAAC
GACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTATAAGAATATTTTAATAG
ATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTTACTTATCAAAAATTTG
ACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGAAAATGCTGAAAACCCG
GCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATTTTGATATAAACCGAAC
CAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTCAAGATATTATTAAGTT
AACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTATATGGCTGTAATATGAA
TTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTCTAAAAAAATATCCCAA
GTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGCAAAGCCAGAATACAAA
GAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATATTTTTAAAAAAATACGC
AATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACAAGCATCCCCTCTAAAG
AATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTACAAAAATTTTGGACTAC
TATTGGGCGGGTGGAGGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGT
TTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATA
TTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGTACATCACCGACGAGC
AAGGCAAGACCGAGCGCCTTTCCGACGCTCACCGGGCTGGTTGCCCTCGCCGCTGGGCTGGC
GGCCGTCTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAACGCCGTCGAAGCCGTGTGCGAGACACCGGC
CGCCGGCGTTGTGGATACCTCGCGGAAAACTTGGCCCTCACTGACAGATGAGGGGCGGACGT
TGACACTTGAGGGGCCGACTCACCCGGCGCGGCGTTGACAGATGAGGGGCAGGCTCGATTTC
GGCCGGCGACGTGGAGCTGGCCAGCCTCGCAAATCGGCGAAAACGCCTGATTTTACGCGAGT
TTCCCACAGATGATGTGGACAAGCCTGGGGATAAGTGCCCTGCGGTATTGACACTTGAGGGG
CGCGACTACTGACAGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGTGCTGACAGAT
GAGGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAGAAAATCCAGCATTTGCAAG
GGTTTCCGCCCGTTTTTCGGCCACCGCTAACCTGTCTTTTAACCTGCTTTTAAACCAATATT
TATAAACCTTGTTTTTAACCAGGGCTGCGCCCTGTGCGCGTGACCGCGCACGCCGAAGGGGG
GTGCCCCCCCTTCTCGAACCCTCCCGGCCCGCTAACGCGGGCCTCCCATCCCCCCAGGGGCT
GCGCCCCTCGGCCGCGAACGGCCTCACCCCAAAAATGGCAGCGCTGGCAGTCCTTGCCATTG
CCGGGATCGGGGCAGTAACGGGATGGGCGATCAGCCCGACAAGCTACCCCTATTTGTTTATT
TTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAAT
AATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
GCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGA
AGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTG
AGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGC
GCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCA
GAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCG
CCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA
TGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
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TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
GGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACG
GGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGAT
TAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTC
ATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT
TAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTC
TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAG
ATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGT
ATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGG
CCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGACTCTAGAGGATCACAGGCAGCAACGCTCTGTCAT
CGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGGCAGCTTAGTT
GCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCC
GCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCC
GGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTT
AGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTATCGAATTAATTGTTTGTTATTGTG
GCGCTCTATCATAGATGTCGCTATAAACCTATTCAGCACAATATATTGTTTTCATTTTAATA
TTGTACATATAAGTAGTAGGGTACAATCAGTAAATTGAACGGAGAATATTATTCATAAAAAT
ACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATGAACCGAAACCGGCGGTAAGGATCTGAGCT
ACACATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCACAACAGAATTGAAAGCAAATATCATGCGATCAT
AGGCGTCTCGCATATCTCATTAAAGCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCG
CGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAA
GGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGA
ACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAAT
CGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCA
GCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACA
GTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCAT
GGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCT
GGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCG
AGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAA
GCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGA
GATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGT
GACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTG
CCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGC
CCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTC
ATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAA
TCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCCAGATTATTTGGATTGAGAGTGA
ATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGACA
AGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATAATGGTTTCTG
ACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTTGC
GGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGCGGGGGTCATAACGTG
ACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTTGGGCGCGAAT
TCCGCCCCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCT
CCATTTTTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAA
TGCGTCAATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATC
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TTTTTCGAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAG
GTGTCATATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAAC
GAAAAATTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTAT
AAGAATATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTT
ACTTATCAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGA
AAATGCTGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATT
TTGATATAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTC
AAGATATTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTAT
ATGGCTGTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTC
TAAAAAAATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGC
AAAGCCAGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATAT
TTTTAAAAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACA
AGCATCCCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTAC
AAAAATTTTGGACTACTATTGGGCGCGGGGCGCGCCCGGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTATT
GAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGATA
AAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGAT
GTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCA
GAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATT
CCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACA
AATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCC
CAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTT
CAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTAT
CCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGAAT
TCTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAAGCATTCTACTTCTATTGC
AGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTTTCTGAAAATTTTCACCATTTACTA
ACGATAGCCCGGGTTG 
 
11.2 spsmamc 
 
TCGACCGATCCTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCT
ATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGT
TTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTC
TATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCGGGCGGCCGCCCCTAGAAA
TATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCTCCATTTTTATTAAC
TTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAATGCGTCAATCTCTT
TGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATCTTTTTCGAATTTGA
AGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAGGTGTCATATTGATT
TTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAACGAAAAATTAGTCAA
ACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTATAAGAATATTTTAAT
AGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTTACTTATCAAAAATT
TGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGAAAATGCTGAAAACC
CGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATTTTGATATAAACCGA
ACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTCAAGATATTATTAAG
TTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTATATGGCTGTAATATG
AATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTCTAAAAAAATATCCC
AAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGCAAAGCCAGAATACA
AAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATATTTTTAAAAAAATAC
GCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACAAGCATCCCCTCTAA
AGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTACAAAAATTTTGGACT
ACTATTGGGCGGGTGGAGGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGT
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GTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGA
TATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGTACATCACCGACGA
GCAAGGCAAGACCGAGCGCCTTTCCGACGCTCACCGGGCTGGTTGCCCTCGCCGCTGGGCTG
GCGGCCGTCTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAACGCCGTCGAAGCCGTGTGCGAGACACCG
GCCGCCGGCGTTGTGGATACCTCGCGGAAAACTTGGCCCTCACTGACAGATGAGGGGCGGAC
GTTGACACTTGAGGGGCCGACTCACCCGGCGCGGCGTTGACAGATGAGGGGCAGGCTCGATT
TCGGCCGGCGACGTGGAGCTGGCCAGCCTCGCAAATCGGCGAAAACGCCTGATTTTACGCGA
GTTTCCCACAGATGATGTGGACAAGCCTGGGGATAAGTGCCCTGCGGTATTGACACTTGAGG
GGCGCGACTACTGACAGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGTGCTGACAG
ATGAGGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAGAAAATCCAGCATTTGCA
AGGGTTTCCGCCCGTTTTTCGGCCACCGCTAACCTGTCTTTTAACCTGCTTTTAAACCAATA
TTTATAAACCTTGTTTTTAACCAGGGCTGCGCCCTGTGCGCGTGACCGCGCACGCCGAAGGG
GGGTGCCCCCCCTTCTCGAACCCTCCCGGCCCGCTAACGCGGGCCTCCCATCCCCCCAGGGG
CTGCGCCCCTCGGCCGCGAACGGCCTCACCCCAAAAATGGCAGCGCTGGCAGTCCTTGCCAT
TGCCGGGATCGGGGCAGTAACGGGATGGGCGATCAGCCCGACAAGCTACCCCTATTTGTTTA
TTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCA
ATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
GAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCT
TGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTG
GCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCT
CAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGT
AAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGA
CAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACT
CGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAC
GATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAG
CTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC
TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCG
CGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGA
CGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTG
ATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACT
TCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCC
CTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCA
GAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTG
AGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAG
GTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGACTCTAGAGGATCACAGGCAGCAACGCTCTGTC
ATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGGCAGCTTAG
TTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTC
CCGCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTG
CCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGC
TTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTATCGAATTAATTGTTTGTTATTG
TGGCGCTCTATCATAGATGTCGCTATAAACCTATTCAGCACAATATATTGTTTTCATTTTAA
TATTGTACATATAAGTAGTAGGGTACAATCAGTAAATTGAACGGAGAATATTATTCATAAAA
ATACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATGAACCGAAACCGGCGGTAAGGATCTGAG
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CTACACATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCACAACAGAATTGAAAGCAAATATCATGCGATC
ATAGGCGTCTCGCATATCTCATTAAAGCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCC
CGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAG
AAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTC
GAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGA
ATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTT
CAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCA
CAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCC
ATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGG
CTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATC
CGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATC
AAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGT
GAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCA
GTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGC
TGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGC
GCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAG
TCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTC
AATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCCAGATTATTTGGATTGAGAGT
GAATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGA
CAAGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATAATGGTTTC
TGACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTT
GCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGCGGGGGTCATAACG
TGACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTTGGGCGCGA
ATTCCGCCCCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTG
CTCCATTTTTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAA
AATGCGTCAATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATA
TCTTTTTCGAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTT
AGGTGTCATATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCA
ACGAAAAATTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCT
ATAAGAATATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATAT
TTACTTATCAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCA
GAAAATGCTGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGA
TTTTGATATAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATT
TCAAGATATTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCT
ATATGGCTGTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGAT
TCTAAAAAAATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACA
GCAAAGCCAGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAAT
ATTTTTAAAAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAA
CAAGCATCCCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTT
ACAAAAATTTTGGACTACTATTGGGCGCGGGGCGCGCCCGGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTA
TTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC
TGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGA
TAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCA
CCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTG
ATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCT
CAGAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGA
TTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTA
CAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGT
CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTC
TTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACT
ATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGA
ATTCTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAAGCATTCTACTTCTATT
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GCAGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTTTCTGAAAATTTTCACCATTTAC
GAACGATACCCGGGTTGGTACCAAAGATCTAAG 
 
11. 3 pCW´3A4 
 
ATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGGTGCTCCTCTATCTATATGGAACCCATTCACATGG
ACTTTTTAAGAAGCTTGGAATTCCAGGGCCCACACCTCTGCCTTTTTTGGGAAATATTTTGT
CCTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACATGGAATGTCATAAAAAGTATGGAAAAGTGTGG
GGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTGTGCTGGCTATCACAGATCCTGACATGATCAAAACAGT
GCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACAAACCGGAGGCCTTTTGGTCCAGTGGGATTTA
TGAAAAGTGCCATCTCTATAGCTGAGGATGAAGAATGGAAGAGATTACGATCATTGCTGTCT
CCAACCTTCACCAGTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCTATCATTGCCCAGTATGGAGATGT
GTTGGTGAGAAATCTGAGGCGGGAAGCAGAGACAGGCAAGCCTGTCACCTTGAAAGACGTCT
TTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGAACATCGACTCTCTC
AACAATCCACAAGACCCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTAAGATTTGATTTTTTGGA
TCCATTCTTTCTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCATCCCAATTCTTGAAGTATTAAATA
TCTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTTTAAGAAAATCTGTAAAAAGGATGAAAGAA
AGTCGCCTCGAAGATACACAAAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATGATTGACTCTCA
GAATTCAAAAGAAACTGAGTCCCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGCTCGTGGCCCAATCAA
TTATCTTTATTTTTGCTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTTCTCTCCTTCATTATGTATGAA
CTGGCCACTCACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGATGCAGTTTTACCCAA
TAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGACATGGTGGTGAATG
AAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAAAAAAGATGTTGAG
ATCAATGGGATGTTCATTCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGCTATGCTCTTCACCG
TGACCCAAAGTACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTGAAAGATTCAGCAAGAAGAACA
AGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGAAGTGGACCCAGAAACTGCATTGGC
ATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACTTGCTCTAATCAGAGTCCTTCAGAACTTCTCCTT
CAAACCTTGTAAAGAAACACAGATCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGGACTTCTTCAACCAG
AAAAACCCGTTGTTCTAAAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGTAAGTGGAGCCTGAATTTTC
CTAAGGACTTCTGCTTTGCTCTTCAAGAAATCTGTGCCTGAGAACACCAGAGACCTCAAATT
ACTTTGTGAATAGAACTCTGAAATGAAGATGGGCTTCATCCAATGGACTGCATAAATAACCG
GGATGCATGTCGACAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGCAGATCTGAGCCCGCC
TAATGAGCGGGCTTTTTTTTCAGATCTGCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATT
TTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGATGCGTCAAAGCAACCATAGTA
CGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA
CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTC
GCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTT
ACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCT
GATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTC
CAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGGCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCC
GATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACA
AAATATTAACGTTTACAATTTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATT
TGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT
GCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
CCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAA
GATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAA
GATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGC
TATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACAC
TATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCAT
GACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTAC
TTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCAT
GTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA
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CACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTA
CTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTT
CTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGG
GTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCT
ACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCC
TCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTT
AAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCA
AAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGA
TCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCT
ACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCT
TCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTC
AAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGC
CAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGC
AGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACC
GAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGC
GGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGG
GAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTT
TTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACG
GTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTG
TGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAG
CGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCA
TCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGC
ATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACA
CCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGAC
AAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGC
GCGAGGCAGAACGCCATCAAAAATAATTCGCGTCTGGCCTTCCTGTAGCCAGCTTTCATCAA
CATTAAATGTGAGCGAGTAACAACCCGTCGGATTCTCCGTGGGAACAAACGGCGGATTGACC
GTAATGGGATAGGTTACGTTGGTGTAGATGGGCGCATCGTAACCGTGCATCTGCCAGTTTGA
GGGGACGACGACAGTATCGGCCTCAGGAAGATCGCACTCCAGCCAGCTTTCCGGCACCGCTT
CTGGTGCCGGAAACCAGGCAAAGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGG
CGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG
ATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAT
CCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTT
TCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGC
AAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGG
GATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGC
GCAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGC
ATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGC
ACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCC
AGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGC
TGGTGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAAT
AATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGG
CAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACG
CGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCAT
CGACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCG
ACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCC
AGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTC
CCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGA
CACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGA
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CTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCTG
GCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGC
TCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGGATCGATCCATCGATGAGCTTACTCCCCAT
CCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATT
TCACACAGGAAACAGGATCAGCTTACTCCCCATCCCCCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCG
TATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGGATCCATCGATGCT
TAGGAGGTCAT 
 
11.4 spRNY3A4 
 
TCGACCTCCTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCTAT
TTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGTTT
CGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTCTA
TCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCGGGCGGCCGCCCCTAGAAATA
TTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCTCCATTTTTATTAACTT
TAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAATGCGTCAATCTCTTTG
TTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATCTTTTTCGAATTTGAAG
TGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAGGTGTCATATTGATTTT
TATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAACGAAAAATTAGTCAAAC
GACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTATAAGAATATTTTAATAG
ATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTTACTTATCAAAAATTTG
ACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGAAAATGCTGAAAACCCG
GCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATTTTGATATAAACCGAAC
CAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTCAAGATATTATTAAGTT
AACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTATATGGCTGTAATATGAA
TTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTCTAAAAAAATATCCCAA
GTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGCAAAGCCAGAATACAAA
GAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATATTTTTAAAAAAATACGC
AATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACAAGCATCCCCTCTAAAG
AATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTACAAAAATTTTGGACTAC
TATTGGGCGGGTGGAGGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGTGT
TTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGATA
TTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGTACATCACCGACGAGC
AAGGCAAGACCGAGCGCCTTTCCGACGCTCACCGGGCTGGTTGCCCTCGCCGCTGGGCTGGC
GGCCGTCTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAACGCCGTCGAAGCCGTGTGCGAGACACCGGC
CGCCGGCGTTGTGGATACCTCGCGGAAAACTTGGCCCTCACTGACAGATGAGGGGCGGACGT
TGACACTTGAGGGGCCGACTCACCCGGCGCGGCGTTGACAGATGAGGGGCAGGCTCGATTTC
GGCCGGCGACGTGGAGCTGGCCAGCCTCGCAAATCGGCGAAAACGCCTGATTTTACGCGAGT
TTCCCACAGATGATGTGGACAAGCCTGGGGATAAGTGCCCTGCGGTATTGACACTTGAGGGG
CGCGACTACTGACAGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGTGCTGACAGAT
GAGGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAGAAAATCCAGCATTTGCAAG
GGTTTCCGCCCGTTTTTCGGCCACCGCTAACCTGTCTTTTAACCTGCTTTTAAACCAATATT
TATAAACCTTGTTTTTAACCAGGGCTGCGCCCTGTGCGCGTGACCGCGCACGCCGAAGGGGG
GTGCCCCCCCTTCTCGAACCCTCCCGGCCCGCTAACGCGGGCCTCCCATCCCCCCAGGGGCT
GCGCCCCTCGGCCGCGAACGGCCTCACCCCAAAAATGGCAGCGCTGGCAGTCCTTGCCATTG
CCGGGATCGGGGCAGTAACGGGATGGGCGATCAGCCCGACAAGCTACCCCTATTTGTTTATT
TTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAAT
AATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTT
GCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGA
AGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTG
AGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGC
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GCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCA
GAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACA
ACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCG
CCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA
TGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTC
GGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACG
GGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGAT
TAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTC
ATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCT
TAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTG
AGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGG
TGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGA
GCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTC
TGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCG
ATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCG
GGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAG
ATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGT
ATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATG
CTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGG
CCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGACTCTAGAGGATCACAGGCAGCAACGCTCTGTCAT
CGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGGCAGCTTAGTT
GCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTCCC
GCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCC
GGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTT
AGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTATCGAATTAATTGTTTGTTATTGTG
GCGCTCTATCATAGATGTCGCTATAAACCTATTCAGCACAATATATTGTTTTCATTTTAATA
TTGTACATATAAGTAGTAGGGTACAATCAGTAAATTGAACGGAGAATATTATTCATAAAAAT
ACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATGAACCGAAACCGGCGGTAAGGATCTGAGCT
ACACATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCACAACAGAATTGAAAGCAAATATCATGCGATCAT
AGGCGTCTCGCATATCTCATTAAAGCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCG
CGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAGAA
GGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGA
ACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAAT
CGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTTCA
GCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACA
GTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCAT
GGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCT
GGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCG
AGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATCAA
GCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGTGA
GATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGT
GACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTG
CCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGC
CCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTC
ATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAA
TCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCCAGATTATTTGGATTGAGAGTGA
ATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGACA
AGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATAATGGTTTCTG
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ACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTTGC
GGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGCGGGGGTCATAACGTG
ACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTTGGGCGCGAAT
TCCGCCCCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCT
CCATTTTTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAA
TGCGTCAATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATC
TTTTTCGAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAG
GTGTCATATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAAC
GAAAAATTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTAT
AAGAATATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTT
ACTTATCAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGA
AAATGCTGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATT
TTGATATAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTC
AAGATATTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTAT
ATGGCTGTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTC
TAAAAAAATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGC
AAAGCCAGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATAT
TTTTAAAAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACA
AGCATCCCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTAC
AAAAATTTTGGACTACTATTGGGCGCGGGGCGCGCCCGGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTATT
GAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG
TCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGATA
AAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACC
CACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGAT
GTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCA
GAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATT
CCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACA
AATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCC
CAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTT
CAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTAT
CCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGAAT
TCTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAAGCATTCTACTTCTATTGC
AGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTTTCTGAAAATTTTCACCATTTACTA
ACGATAGCCCTATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGGTGCTCCTCTATCTATATGGAACC
CATTCACATGGACTTTTTAAGAAGCTTGGAATTCCAGGGCCCACACCTCTGCCTTTTTTGGG
AAATATTTTGTCCTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACATGGAATGTCATAAAAAGTATG
GAAAAGTGTGGGGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTGTGCTGGCTATCACAGATCCTGACATG
ATCAAAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACAAACCGGAGGCCTTTTGGTCC
AGTGGGATTTATGAAAAGTGCCATCTCTATAGCTGAGGATGAAGAATGGAAGAGATTACGAT
CATTGCTGTCTCCAACCTTCACCAGTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCTATCATTGCCCAG
TATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATCTGAGGCGGGAAGCAGAGACAGGCAAGCCTGTCACCTT
GAAAGACGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGAACA
TCGACTCTCTCAACAATCCACAAGACCCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTAAGATTT
GATTTTTTGGATCCATTCTTTCTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCATCCCAATTCTTGA
AGTATTAAATATCTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTTTAAGAAAATCTGTAAAAA
GGATGAAAGAAAGTCGCCTCGAAGATACACAAAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATG
ATTGACTCTCAGAATTCAAAAGAAACTGAGTCCCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGCTCGT
GGCCCAATCAATTATCTTTATTTTTGCTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTTCTCTCCTTCA
TTATGTATGAACTGGCCACTCACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGATGCA
GTTTTACCCAATAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGACAT
GGTGGTGAATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAAAA
AAGATGTTGAGATCAATGGGATGTTCATTCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGCTAT
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GCTCTTCACCGTGACCCAAAGTACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTGAAAGATTCAG
CAAGAAGAACAAGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGAAGTGGACCCAGAA
ACTGCATTGGCATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACTTGCTCTAATCAGAGTCCTTCAG
AACTTCTCCTTCAAACCTTGTAAAGAAACACAGATCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGGACT
TCTTCAACCAGAAAAACCCGTTGTTCTAAAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGTAAGTGGAG
CCTGAATTTTCCTAAGGACTTCTGCTTTGCTCTTCAAGAAATCTGTGCCTGAGAACACCAGA
GACCTCAAATTACTTTGTGAATAGAACTCTGAAATGAAGATGGGCTTCATCCAATGGACTGC
ATAAATAACCGGGATGCATG 
 
11.5 spsmamc3A4 
 
TCGACCGATCCTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCT
ATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCTTATAGGGT
TTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAAAATACTTC
TATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCGGGCGGCCGCCCCTAGAAA
TATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCTCCATTTTTATTAAC
TTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAATGCGTCAATCTCTT
TGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATCTTTTTCGAATTTGA
AGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAGGTGTCATATTGATT
TTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAACGAAAAATTAGTCAA
ACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTATAAGAATATTTTAAT
AGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTTACTTATCAAAAATT
TGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGAAAATGCTGAAAACC
CGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATTTTGATATAAACCGA
ACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTCAAGATATTATTAAG
TTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTATATGGCTGTAATATG
AATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTCTAAAAAAATATCCC
AAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGCAAAGCCAGAATACA
AAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATATTTTTAAAAAAATAC
GCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACAAGCATCCCCTCTAA
AGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTACAAAAATTTTGGACT
ACTATTGGGCGGGTGGAGGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAACTATCAGT
GTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAATAATCGGA
TATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGTACATCACCGACGA
GCAAGGCAAGACCGAGCGCCTTTCCGACGCTCACCGGGCTGGTTGCCCTCGCCGCTGGGCTG
GCGGCCGTCTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAACGCCGTCGAAGCCGTGTGCGAGACACCG
GCCGCCGGCGTTGTGGATACCTCGCGGAAAACTTGGCCCTCACTGACAGATGAGGGGCGGAC
GTTGACACTTGAGGGGCCGACTCACCCGGCGCGGCGTTGACAGATGAGGGGCAGGCTCGATT
TCGGCCGGCGACGTGGAGCTGGCCAGCCTCGCAAATCGGCGAAAACGCCTGATTTTACGCGA
GTTTCCCACAGATGATGTGGACAAGCCTGGGGATAAGTGCCCTGCGGTATTGACACTTGAGG
GGCGCGACTACTGACAGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGTGCTGACAG
ATGAGGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAGAAAATCCAGCATTTGCA
AGGGTTTCCGCCCGTTTTTCGGCCACCGCTAACCTGTCTTTTAACCTGCTTTTAAACCAATA
TTTATAAACCTTGTTTTTAACCAGGGCTGCGCCCTGTGCGCGTGACCGCGCACGCCGAAGGG
GGGTGCCCCCCCTTCTCGAACCCTCCCGGCCCGCTAACGCGGGCCTCCCATCCCCCCAGGGG
CTGCGCCCCTCGGCCGCGAACGGCCTCACCCCAAAAATGGCAGCGCTGGCAGTCCTTGCCAT
TGCCGGGATCGGGGCAGTAACGGGATGGGCGATCAGCCCGACAAGCTACCCCTATTTGTTTA
TTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCA
ATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
GAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCT
TGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTG
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GCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCT
CAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGT
AAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGA
CAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACT
CGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCAC
GATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAG
CTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC
TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCG
CGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGA
CGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTG
ATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACT
TCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCC
CTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGC
GGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCA
GAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC
TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTG
AGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAG
GTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACG
CCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGA
TGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCT
GGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGACTCTAGAGGATCACAGGCAGCAACGCTCTGTC
ATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGGCAGCTTAG
TTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAACGGCTCTC
CCGCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTG
CCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGC
TTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTATCGAATTAATTGTTTGTTATTG
TGGCGCTCTATCATAGATGTCGCTATAAACCTATTCAGCACAATATATTGTTTTCATTTTAA
TATTGTACATATAAGTAGTAGGGTACAATCAGTAAATTGAACGGAGAATATTATTCATAAAA
ATACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATGAACCGAAACCGGCGGTAAGGATCTGAG
CTACACATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCACAACAGAATTGAAAGCAAATATCATGCGATC
ATAGGCGTCTCGCATATCTCATTAAAGCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCC
CGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACCTTTCATAG
AAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCGGTCATTTC
GAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGA
ATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTCTT
CAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCA
CAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCC
ATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGG
CTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATC
CGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCCGGATC
AAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGGAGCAAGGT
GAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCA
GTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGC
TGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGC
GCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAG
TCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTC
AATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCCAGATTATTTGGATTGAGAGT
GAATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGCATTTTTGA
CAAGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATAATGGTTTC
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TGACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCTCCTTCAACGTT
GCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGCGGGGGTCATAACG
TGACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTTGGGCGCGA
ATTCCGCCCCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTG
CTCCATTTTTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAA
AATGCGTCAATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATA
TCTTTTTCGAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTT
AGGTGTCATATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCA
ACGAAAAATTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCT
ATAAGAATATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATAT
TTACTTATCAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCA
GAAAATGCTGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGA
TTTTGATATAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATT
TCAAGATATTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCT
ATATGGCTGTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGAT
TCTAAAAAAATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACA
GCAAAGCCAGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAAT
ATTTTTAAAAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAA
CAAGCATCCCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTT
ACAAAAATTTTGGACTACTATTGGGCGCGGGGCGCGCCCGGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTA
TTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATC
TGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGA
TAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCA
CCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTG
ATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCT
CAGAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGA
TTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTA
CAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGT
CCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTC
TTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACT
ATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGA
ATTCTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAAGCATTCTACTTCTATT
GCAGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTTTCTGAAAATTTTCACCATTTAC
GAACGATACCCGGGATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGGTGCTCCTCTATCTATATGGA
ACCCATTCACATGGACTTTTTAAGAAGCTTGGAATTCCAGGGCCCACACCTCTGCCTTTTTT
GGGAAATATTTTGTCCTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACATGGAATGTCATAAAAAGT
ATGGAAAAGTGTGGGGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTGTGCTGGCTATCACAGATCCTGAC
ATGATCAAAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACAAACCGGAGGCCTTTTGG
TCCAGTGGGATTTATGAAAAGTGCCATCTCTATAGCTGAGGATGAAGAATGGAAGAGATTAC
GATCATTGCTGTCTCCAACCTTCACCAGTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCTATCATTGCC
CAGTATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATCTGAGGCGGGAAGCAGAGACAGGCAAGCCTGTCAC
CTTGAAAGACGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGA
ACATCGACTCTCTCAACAATCCACAAGACCCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTAAGA
TTTGATTTTTTGGATCCATTCTTTCTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCATCCCAATTCT
TGAAGTATTAAATATCTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTTTAAGAAAATCTGTAA
AAAGGATGAAAGAAAGTCGCCTCGAAGATACACAAAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTG
ATGATTGACTCTCAGAATTCAAAAGAAACTGAGTCCCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGCT
CGTGGCCCAATCAATTATCTTTATTTTTGCTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTTCTCTCCT
TCATTATGTATGAACTGGCCACTCACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGAT
GCAGTTTTACCCAATAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGA
CATGGTGGTGAATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCA
AAAAAGATGTTGAGATCAATGGGATGTTCATTCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGC
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TATGCTCTTCACCGTGACCCAAAGTACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTGAAAGATT
CAGCAAGAAGAACAAGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGAAGTGGACCCA
GAAACTGCATTGGCATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACTTGCTCTAATCAGAGTCCTT
CAGAACTTCTCCTTCAAACCTTGTAAAGAAACACAGATCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG
ACTTCTTCAACCAGAAAAACCCGTTGTTCTAAAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGTAAGTG
GAGCCTGAG 
 
11.6 spsmamC2C19 
 
GATCTAAGTCGACCGATCCTCTAGAGTCCGCAAAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTAT
CTCTCTCTATTTTTCTCCAGAATAATGTGTGAGTAGTTCCCAGATAAGGGAATTAGGGTTCT
TATAGGGTTTCGCTCATGTGTTGAGCATATAAGAAACCCTTAGTATGTATTTGTATTTGTAA
AATACTTCTATCAATAAAATTTCTAATTCCTAAAACCAAAATCCAGTGACCGGGCGGCCGCC
CCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAATATGAAGTGCTCCATTT
TTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGCGTTACTAAAATGCGTC
AATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATTCTTATATATCTTTTTC
GAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATATCATTATTTAGGTGTCA
TATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGTGTACATCAACGAAAAA
TTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAAATTCTCCTATAAGAAT
ATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAACACATATATTTACTTAT
CAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAAAAAAACCAGAAAATGC
TGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTTTGGTTTGATTTTGATA
TAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCTTTAATATTTCAAGATA
TTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAATCAAGCCTATATGGCT
GTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATTTACTTGATTCTAAAAA
AATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTACGATTTACAGCAAAGCC
AGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAGGAACAAATATTTTTAA
AAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTGTTCTTAAACAAGCATC
CCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTCCCTTCGTTACAAAAAT
TTTGGACTACTATTGGGCGGGTGGAGGGGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCAGTTTAAA
CTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGAGCGTTTATTAGAA
TAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGTCCATTTGTATGTGTACATC
ACCGACGAGCAAGGCAAGACCGAGCGCCTTTCCGACGCTCACCGGGCTGGTTGCCCTCGCCG
CTGGGCTGGCGGCCGTCTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAACGCCGTCGAAGCCGTGTGCG
AGACACCGGCCGCCGGCGTTGTGGATACCTCGCGGAAAACTTGGCCCTCACTGACAGATGAG
GGGCGGACGTTGACACTTGAGGGGCCGACTCACCCGGCGCGGCGTTGACAGATGAGGGGCAG
GCTCGATTTCGGCCGGCGACGTGGAGCTGGCCAGCCTCGCAAATCGGCGAAAACGCCTGATT
TTACGCGAGTTTCCCACAGATGATGTGGACAAGCCTGGGGATAAGTGCCCTGCGGTATTGAC
ACTTGAGGGGCGCGACTACTGACAGATGAGGGGCGCGATCCTTGACACTTGAGGGGCAGAGT
GCTGACAGATGAGGGGCGCACCTATTGACATTTGAGGGGCTGTCCACAGGCAGAAAATCCAG
CATTTGCAAGGGTTTCCGCCCGTTTTTCGGCCACCGCTAACCTGTCTTTTAACCTGCTTTTA
AACCAATATTTATAAACCTTGTTTTTAACCAGGGCTGCGCCCTGTGCGCGTGACCGCGCACG
CCGAAGGGGGGTGCCCCCCCTTCTCGAACCCTCCCGGCCCGCTAACGCGGGCCTCCCATCCC
CCCAGGGGCTGCGCCCCTCGGCCGCGAACGGCCTCACCCCAAAAATGGCAGCGCTGGCAGTC
CTTGCCATTGCCGGGATCGGGGCAGTAACGGGATGGGCGATCAGCCCGACAAGCTACCCCTA
TTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAA
ATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTAT
TCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAA
AAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT
AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCT
GCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATAC
ACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGC
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ATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTT
ACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATC
ATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGT
GACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACT
TACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCAC
TTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTAT
CTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTG
CCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT
TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGAC
CAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAG
GATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCG
CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGG
CTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT
TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCT
GCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGC
GCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACA
CCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAG
GCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGG
GGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGAT
TTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTA
CGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGGACTCTAGAGGATCACAGGCAGCAAC
GCTCTGTCATCGTTACAATCAACATGCTACCCTCCGCGAGATCATCCGTGTTTCAAACCCGG
CAGCTTAGTTGCCGTTCTTCCGAATAGCATCGGTAACATGAGCAAAGTCTGCCGCCTTACAA
CGGCTCTCCCGCTGACGCCGTCCCGGACTGATGGGCTGCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTG
CCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAA
ATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTATCGAATTAATTGTT
TGTTATTGTGGCGCTCTATCATAGATGTCGCTATAAACCTATTCAGCACAATATATTGTTTT
CATTTTAATATTGTACATATAAGTAGTAGGGTACAATCAGTAAATTGAACGGAGAATATTAT
TCATAAAAATACGATAGTAACGGGTGATATATTCATTAGAATGAACCGAAACCGGCGGTAAG
GATCTGAGCTACACATGCTCAGGTTTTTTACAACGTGCACAACAGAATTGAAAGCAAATATC
ATGCGATCATAGGCGTCTCGCATATCTCATTAAAGCAGGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCAT
GAGATCCCCGCGCTGGAGGATCATCCAGCCGGCGTCCCGGAAAACGATTCCGAAGCCCAACC
TTTCATAGAAGGCGGCGGTGGAATCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGGGCGTCGCTTGGTCG
GTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATG
CGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCC
AAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCA
GCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAG
GCATCGCCATGGGTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAA
CAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGG
CTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTA
GCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAGG
AGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTC
CCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGAT
AGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGTTCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAG
AACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTT
GTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACCTGCGTGCAATCCA
TCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCCAGATTATTTGGA
TTGAGAGTGAATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGGAATTTATGGAACGTCAGTGGAGC
ATTTTTGACAAGAAATATTTGCTAGCTGATAGTGACCTTAGGCGACTTTTGAACGCGCAATA
ATGGTTTCTGACGTATGTGCTTAGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGAGTGGCTCCT
TCAACGTTGCGGTTCTGTCAGTTCCAAACGTAAAACGGCTTGTCCCGCGTCATCGGCGGGGG
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TCATAACGTGACTCCCTTAATTCTCCGCTCATGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTTT
GGGCGCGAATTCCGCCCCTAGAAATATTTGCGACTCTTCTGGCATGTAATATTTCGTTAAAT
ATGAAGTGCTCCATTTTTATTAACTTTAAATAATTGGTTGTACGATCACTTTCTTATCAAGC
GTTACTAAAATGCGTCAATCTCTTTGTTCTTCCATATTCATATGTCAAAATCTATCAAAATT
CTTATATATCTTTTTCGAATTTGAAGTGAAATTTCGATAATTTAAAATTAAATAGAACATAT
CATTATTTAGGTGTCATATTGATTTTTATACTTAATTACTAAATTTGGTTAACTTTGAAAGT
GTACATCAACGAAAAATTAGTCAAACGACTAAAATAAATAAATATCATGTGTTATTAAGAAA
ATTCTCCTATAAGAATATTTTAATAGATCATATGTTTGTAAAAAAAATTAATTTTTACTAAC
ACATATATTTACTTATCAAAAATTTGACAAAGTAAGATTAAAATAATATTCATCTAACAAAA
AAAAACCAGAAAATGCTGAAAACCCGGCAAAACCGAACCAATCCAAACCGATATAGTTGGTT
TGGTTTGATTTTGATATAAACCGAACCAACTCGGTCCATTTGCACCCCTAATCATAATAGCT
TTAATATTTCAAGATATTATTAAGTTAACGTTGTCAATATCCTGGAAATTTTGCAAAATGAA
TCAAGCCTATATGGCTGTAATATGAATTTAAAAGCAGCTCGATGTGGTGGTAATATGTAATT
TACTTGATTCTAAAAAAATATCCCAAGTATTAATAATTTCTGCTAGGAAGAAGGTTAGCTAC
GATTTACAGCAAAGCCAGAATACAAAGAACCATAAAGTGATTGAAGCTCGAAATATACGAAG
GAACAAATATTTTTAAAAAAATACGCAATGACTTGGAACAAAAGAAAGTGATATATTTTTTG
TTCTTAAACAAGCATCCCCTCTAAAGAATGGCAGTTTTCCTTTGCATGTAACTATTATGCTC
CCTTCGTTACAAAAATTTTGGACTACTATTGGGCGCGGGGCGCGCCCGGTCTCAGAAGACCA
GAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCC
CAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCAT
CATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATG
GACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAA
GTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGA
TACAGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACC
TCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGAT
GGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGAATGCCTCTACCG
ACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCA
ACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACA
ATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGA
CCTCGAGAATTCTCAACACAACATATACAAAACAAACGAATCTCAAGCAATCAAGCATTCTA
CTTCTATTGCAGCAATTTAAATCATTTCTTTTAAAGCAAAAGCAATTTTCTGAAAATTTTCA
CCATTTACGAACGATACCCCTAGTATGGCTCGACAATCTTCTGGACGAGGAAAACTCCCTCC
TGGCCCTACTCCTCTCCCAGTGATTGGAAATATCCTACAGATAGATATTAAGGATGTCAGCA
AATCCTTAACCAATCTCTCAAAAATCTATGGCCCTGTGTTCACTCTGTATTTTGGCCTGGAA
CGCATGGTGGTGCTGCATGGATATGAAGTGGTGAAGGAAGCCCTGATTGATCTTGGAGAGGA
GTTTTCTGGAAGAGGCCATTTCCCACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAGGATTTGGAATCGTTT
TCAGCAATGGAAAGAGATGGAAGGAGATCCGGCGTTTCTCCCTCATGACGCTGCGGAATTTT
GGGATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGACCGTGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGA
GTTGAGAAAAACCAAGGCTTCACCCTGTGATCCCACTTTCATCCTGGGCTGTGCTCCCTGCA
ATGTGATCTGCTCCATTATTTTCCAGAAACGTTTCGATTATAAAGATCAGCAATTTCTTAAC
TTGATGGAAAAATTGAATGAAAACATCAGGATTGTAAGCACCCCCTGGATCCAGATATGCAA
TAATTTTCCCACTATCATTGATTATTTCCCGGGAACCCATAACAAATTACTTAAAAACCTTG
CTTTTATGGAAAGTGATATTTTGGAGAAAGTAAAAGAACACCAAGAATCGATGGACATCAAC
AACCCTCGGGACTTTATTGATTGCTTCCTGATCAAAATGGAGAAGGAAAAGCAAAACCAACA
GTCTGAATTCACTATTGAAAACTTGGTAATCACTGCAGCTGACTTACTTGGAGCTGGGACAG
AGACAACAAGCACAACCCTGAGATATGCTCTCCTTCTCCTGCTGAAGCACCCAGAGGTCACA
GCTAAAGTCCAGGAAGAGATTGAACGTGTCGTTGGCAGAAACCGGAGCCCCTGCATGCAGGA
CAGGGGCCACATGCCCTACACAGATGCTGTGGTGCACGAGGTCCAGAGATACATCGACCTCA
TCCCCACCAGCCTGCCCCATGCAGTGACCTGTGACGTTAAATTCAGAAACTACCTCATTCCC
AAGGGCACAACCATATTAACTTCCCTCACTTCTGTGCTACATGACAACAAAGAATTTCCCAA
CCCAGAGATGTTTGACCCTCGTCACTTTCTGGATGAAGGTGGAAATTTTAAGAAAAGTAACT
ACTTCATGCCTTTCTCAGCAGGAAAACGGATTTGTGTGGGAGAGGGCCTGGCCCGCATGGAG
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CTGTTTTTATTCCTGACCTTCATTTTACAGAACTTTAACCTGAAATCTCTGATTGACCCAAA
GGACCTTGACACAACTCCTGTTGTCAATGGATTTGCTTCTGTCCCGCCCTTCTATCAGCTGT
GCTTCATTCCTGTCTGAA 
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